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«Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί και η επίδρασή τους στην ποιότητα και 














«H παρούσα έρευνα έχει συγχρηματοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό 
Κοινωνικό Ταμείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους μέσω του Επιχειρησιακού 
Προγράμματος «Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού 
Πλαισίου Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – Ερευνητικό Χρηματοδοτούμενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ . 
Επένδυση στην κοινωνία της γνώσης μέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταμείου». 
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Τριμελής Συμβουλευτική Επιτροπή 
1) Ιωάννης Σ. Μποζιάρης, Μόνιμος Επίκουρος Καθηγητής, Υγιεινή και Συντήρηση 
Ιχθυηρών, Τμήμα Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος, Πανεπιστήμιο 
Θεσσαλίας, Επιβλέπων 
2) Σταύρος Λαλάς, Καθηγητής, Τεχνολογία, Συντήρηση και Ποιοτικός Έλεγχος Λιπών 
και Ελαίων, Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, ΤΕΙ Θεσσαλίας (Παράρτημα Καρδίτσας), 
Μέλος 
3) Παναγιώτης Σκανδάμης, Επίκουρος Καθηγητής, Υγιεινή Εγκαταστάσεων 
Βιομηχανιών Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης και Τεχνολογίας Τροφίμων, Γεωπονικό 
Πανεπιστήμιο Αθηνών, Μέλος. 
  
Επταμελής Εξεταστική Επιτροπή 
1) Ιωάννης Σ. Μποζιάρης, Μόνιμος Επίκουρος Καθηγητής, Υγιεινή και Συντήρηση 
Ιχθυηρών, Τμήμα Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος, Πανεπιστήμιο 
Θεσσαλίας 
2) Παναγιώτης Σκανδάμης, Επίκουρος Καθηγητής, Υγιεινή Εγκαταστάσεων 
Βιομηχανιών Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης και Τεχνολογίας Τροφίμων, Γεωπονικό 
Πανεπιστήμιο Αθηνών. 
3) Σταύρος Λαλάς, Καθηγητής, Τεχνολογία, Συντήρηση και Ποιοτικός Έλεγχος Λιπών 
και Ελαίων, Τμήμα Τεχνολογίας Τροφίμων, ΤΕΙ Θεσσαλίας (Παράρτημα Καρδίτσας).  
4) Κωνσταντίνος Αρ. Κορμάς, Αναπληρωτής Καθηγητής, Οικολογία Υδρόβιων 
Μικροοργανισμών, Τμήμα Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
5) Ελευθέριος Δροσινός, Αναπληρωτής Καθηγητής, Συστήματα Διασφάλισης 
Ποιότητας και Υγιεινής Τροφίμων, Τμήμα Επιστήμης και Τεχνολογίας Τροφίμων, 
Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών.  
6) Ιωάννης Αρβανιτογιάννης, Καθηγητής, Τεχνολογία Τροφίμων με έμφαση στα 
Υδάτινα οικοσυστήματα, Τμήμα Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος, 
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας 
7) Αλέξανδρος Γκόβαρης, Καθηγητής, Υγιεινή Τροφίμων Ζωικής Προέλευσης, 
Κτηνιατρικό Τµήµα, Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας  
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Φωτεινή Φ. Παρλαπάνη 
Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί και η επίδρασή τους στην ποιότητα και στην 
τύχη των παθογόνων μικροοργανισμών στα αλιευτικά προϊόντα 
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Φωτεινή Φ. Παρλαπάνη (2013) Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί και η 
επίδρασή τους στην ποιότητα και στην τύχη των παθογόνων μικροοργανισμών στα 
αλιευτικά προϊόντα 
Αριθμός προκαταρκτικών σελίδων : 30 
Συνολικός αριθμός σελίδων της διατριβής : 304 
Αριθμός Πινάκων : 33 
Αριθμός Σχημάτων : 38 
Αριθμός βιβλιογραφικών αναφορών : 307 
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Imagine there's no heaven 
It's easy if you try 
No hell below us 
Above us only sky 
Imagine all the people 
Living for today... 
 
Imagine there's no countries 
It isn't hard to do 
Nothing to kill or die for 
And no religion too 
Imagine all the people 
Living life in peace... 
 
You may say I'm a dreamer  
But I'm not the only one 
I hope someday you'll join us 
And the world will be as one 
 
Imagine no possessions 
I wonder if you can 
No need for greed or hunger 
A brotherhood of man 
Imagine all the people 
Sharing all the world... 
 
You may say I'm a dreamer 
But I'm not the only one 
I hope someday you'll join us 
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ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
Η παρούσα Διδακτορική Διατριβή πραγματοποιήθηκε με την υποστήριξη πολλών 
ανθρώπων, οι οποίοι συνέβαλαν στην ολοκλήρωσή της.  
Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Επιβλέποντα της διατριβής μου Επίκουρο 
Καθηγητή Ιωάννη Σ. Μποζιάρη για την πολύτιμη υποστήριξή του τόσο κατά τη 
διεξαγωγή της έρευνας όσο και κατά τη συγγραφή της διατριβής, καθώς και τα μέλη 
της Συμβουλευτικής μου Επιτροπής αποτελούμενη από τον Καθηγητή Σταύρο Λαλά 
και τον Επίκουρο Καθηγητή Παναγιώτη Σκανδάμη για τις χρήσιμες συμβουλές τους 
και την καθοδήγησή τους καθ’ όλα τα στάδια διεκπεραίωσης της έρευνας. Επιπλέον, θα 
ήθελα να ευχαριστήσω βαθύτατα τον εξαιρετικό Καθηγητή του Γ.Π.Α. Σέρκο 
Χαρουτουνιάν για την πολύτιμη βοήθειά του σε εξοπλισμό, υλικά και οτιδήποτε άλλο 
απαιτήθηκε για την ολοκλήρωση των πειραμάτων με GC-MS. Επίσης, θα ήθελα να 
ευχαριστήσω τον Αναπληρωτή Καθηγητή του οικείου Τμήματος Κωνσταντίνο Αρ. 
Κορμά για τις πολύτιμες συμβουλές του σχετικά με τις μοριακές τεχνικές. Επιπλέον, 
ένα μεγάλο ευχαριστώ οφείλω να πω στον Διδάκτωρ Χημείας Τροφίμων του Γ.Π.Α. 
Θανάση Μαλούχο για τη συνεισφορά των γνώσεών του στη διεξαγωγή πειραμάτων με 
GC-MS.  
Επίσης, θα ήθελα να ευχαριστήσω θερμά τον Διευθυντή του εργαστηρίου 
Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων του Τμήματος Επιστήμης και 
Τεχνολογίας Τροφίμων του Γ.Π.Α Καθηγητή Ι.-Γ. Νυχά για τη συνεισφορά του σε 
εξοπλισμό για την ολοκλήρωση πειραμάτων της έρευνάς μου. Επιπλέον, θα ήθελα να 
ευχαριστήσω τις ερευνήτριες Δρ. Μαρία Παχιαδάκη και Δρ. Αλεξάνδρα Μεζίτη για για 
τη βοήθειά τους στο εργαστήριο κατά τη διάρκεια των μοριακών αναλύσεων.  
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Επιπλέον, θα ήθελα να εκφράσω τις ειλικρινές μου ευχαριστίες στη Βιομηχανία ΔΙΑΣ 
ΑΕ για την παροχή των αλιευτικών προϊόντων καθώς και για την συσκευασία τους 
όπου απαιτήθηκε. Συγκεκριμένα, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον Διευθυντή Ποιότητας 
Ανδρέα Μαρουντά και τον Διευθυντή στον Ιχθυογεννητικό σταθμό Πελασγίας 
Δημήτρη Δημόπουλο. 
Επιπλέον, θα ήθελα να πω ένα μεγάλο ευχαριστώ σε ερευνητές, φοιτητές και φίλους 
που συνέβαλαν, ο καθένας με το δικό του τρόπο, στην ολοκλήρωση αυτής της 
διατριβής. Αρχικά, θα ήθελα να ευχαριστήσω τις συναδέλφους και φίλες κα Ελένη 
Νικούλη και κα Ελένη Παπαϊωάννου, καθώς και τους φοιτητές κα Αμαλία Σάββα και κ. 
Χρήστο Χριστοδούλου για τα χιλιόμετρα ή/και τη δουλειά που κάναμε μαζί. Επίσης, 
ένα πολύ μεγάλο ευχαριστώ θα ήθελα να πω στην καλή μου φίλη Δρ. Δότη 
Παπαδημητρίου, για την υποστήριξή της ως φίλη αλλά και ως επιστήμονας.  
Ιδιαίτερα όμως, θα ήθελα να ευχαριστήσω τον πολύ καλό μου φίλο Γιάννη για όλα 
αυτά που έχει κάνει για μένα...τις άπειρες κουβέντες μας, τα ξενύχτια μας, τα ταξίδια 
μας, την υπομονή του στα ξεπάσματά μου, την ψυχολογική υποστήριξή του, τον δρόμο 
που μου έδειξε, τα φώτα που μου άναψε και τον τρόπο που μου δίδαξε ώστε να φτάσω 
να αγγίξω ένα όνειρο....και ποιος ξέρει....κάποια μέρα μπορεί να βρεθώ μέσα σε αυτό.... 
Τέλος, θα ήθελα να πω στους γονείς μου Φώτη και Αγγελική ότι τους ευχαριστώ για 
όλα όσα έχουν κάνει για μένα καθώς και για την ευχή που μου δώσανε «Καράβια να 
είναι οι σκέψεις σου, όμορφα στολίδια στον ωκεανό της γνώσης και της ζωής.... 
Πολύτιμοι λίθοι να είναι οι πράξεις σου...να χτίζουν τη ζωή σου όπως εσύ επιθυμείς», 
θα είναι πάντα οδηγός στη ζωή μου. Επιπλέον, θα ήθελα να ευχαριστήσω την υπόλοιπη 
οικογένειά μου, την Θεοδώρα, τον Νίκο, την Μελίνα, τον Αρίστο, την Μιρέλλα και την 
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πανέμορφη μικρή μου Αγγελική για όλες τις στιγμές και τα συναισθήματα που μου 
έχουν προσφέρει όλα αυτά τα χρόνια. 
Εν κατακλείδι θα ήθελα να επισημάνω πως τίποτα από τα παραπάνω δεν θα ίσχυε εάν 
δεν είχα την τύχη να συναντήσω τον εκπληκτικό Επίκουρο Καθηγητή Ιωάννη Σ. 
Μποζιάρη.  
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Η μικροβιακή αλλοίωση αποτελεί τον κυριότερο μηχανισμό υποβάθμισης της 
ποιότητας στους νωπούς ιχθύες. Κατά τη συντήρηση των αλιευμάτων, ένα μικρό 
κλάσμα της αρχικής μικροβιακής σύνθεσης γνωστό ως Ειδικοί Αλλοιωγόνοι 
Μικροοργανισμοί (ΕΑΜ) φθάνουν σε υψηλά αριθμητικά επίπεδα των 7-9 log cfu/g και 
παράγουν μεταβολίτες οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για τις χαρακτηριστικές δυσάρεστες 
οσμές στα τρόφιμα και επομένως την οργανοληπτική απόρριψη. Η επιλογή των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών εξαρτάται από τις επικρατούσες συνθήκες κατά τη 
συντήρηση όπως είναι η θερμοκρασία και η ατμόσφαιρα καθώς και από τις μικροβιακές 
αλληλεπιδράσεις. Ο ανταγωνισμός μεταξύ των ΕΑΜ επιδρά στον ειδικό ρυθμό 
αύξησης και στο μέγεθος του τελικού πληθυσμού τους. Σε περίπτωση επιμόλυνσης με 
κάποιο παθογόνο, η τύχη του παθογόνου εξαρτάται και από τις αλληλεπιδράσεις αυτές.  
Σκοπός της διδακτορικής διατριβής ήταν μια ολοκληρωμένη προσέγγιση στο 
θέμα ποιότητα και ασφάλεια νωπών προιόντων τσιπούρας (ολόκληροι ιχθύες και 
φιλέτα) με τη διερεύνηση/ταυτοποίηση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών με χρήση 
μοριακών τεχνικών, την παρακολούθηση των μεταβολών της μικροβιακής αλληλουχίας 
καθώς και την παραγωγή μεταβολιτών λόγω μικροβιακής δραστηριότητας, την τύχη 
του Listeria monocytogenes από πιθανή επιμόλυνση καθώς και την επίδραση 
πρόσθετων εμποδίων στην τύχη των μικροοργανισμών (αλλοιωγόνων και παθογόνων). 
Ο προσδιορισμός της επικρατούσας μικροβιακής σύνθεσης των υπό εξέταση 
προϊόντων υπό διαφορετικές συνθήκες συντήρησης πραγματοποιήθηκε με χρήση 
κλασσικών και  μοριακών (καλλιεργητικών και μη καλλιεργητικών) τεχνικών. Η 
ταυτοποίηση των βακτηρίων του ολικού μικροβιακού πληθυσμού έγινε με ανάλυση του 
γονιδίου 16S rRNA και αλληλούχιση (sequencing) σε απομονωμένες αποικίες 
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μικροοργανισμών από τα τρυβλία (μοριακές-καλλιεργητικές τεχνικές) και η διερεύνηση 
της μικροβιακής σύνθεσης με ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA, κλωνοποίηση και 
αλληλούχιση σε προκαρυωτικό DNA απευθείας από τη σάρκα των ιχθύων (μοριακές-
μη καλλιεργητικές τεχνικές). Η μελέτη των παραγόμενων μεταβολικών προϊόντων απο 
τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς (ολικό πτητικό άζωτο, τριμεθυλαμίνη, βιογενείς 
αμίνες και πτητικοί μεταβολίτες) πραγματοποιήθηκε με κλασσικές και ενόργανες κατά 
περίπτωση χημικές αναλύσεις (απόσταξη και τιτλοδότηση, φασματοφωτομετρία, 
HPLC, GC-MS SPME) με σκοπό να αξιολογηθούν ως πιθανοί χημικοί δείκτες 
αλλοίωσης. Οι πληθυσμιακές μεταβολές παρακολουθήθηκαν με τη χρήση κλασσικών 
μικροβιολογικών αναλύσεων. 
Η ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA αποτελεί ένα σημαντικό εργαλείο για τη 
διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα, καλύπτοντας την πληροφορία 
που διαφεύγει των κλασσικών τεχνικών. Τα Pseudomonas spp. βρέθηκε να αποτελούν 
το σημαντικότερο μέρος των κυρίαρχων αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, τόσο σε 
προϊόντα ιχθύος αποθηκευμένα σε ατμόσφαιρα αέρα (φιλέτο, ολόκληρο) όσο και σε 
ΜΑΡ (φιλέτο μόνο) και με τις δύο προσεγγίσεις (κλασσική και μοριακή). Εξαίρεση 
αποτέλεσε η περίπτωση της συντήρησης των φιλέτων σε ΜΑΡ στους 5oC, όπου το 
μεγαλύτερο ποσοστό της μικροβιακής σύνθεσης αποτελούνταν από είδη/στελέχη των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων με κυρίαρχο το Carnobacterium maltaromaticum strain 
MMF-32. Νέοι μικροοργανισμοί οι οποίοι συγκυριαρχούν με τα Pseudomonas spp. 
αποκαλύφθηκαν μέσω της μοριακής προσέγγισης. Στην ολόκληρη τσιπούρα στον πάγο 
(0
oC), τα Pseudomonas spp. βρέθηκε να συγκυριαρχούν με το Aeromonas salmonicida 
strain CIP 57.50, όπως αποκαλύφθηκε με τις μοριακές-μη καλλιεργητικές τεχνικές 
(απευθείας εκχύλιση DNA από τη σάρκα του ιχθύος). Επίσης, τα Psychrobacter 
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immobilis και τα Psychrobacter cryohalolentis βρέθηκε να αποτελούν ένα σημαντικό 
ποσοστό της μικροβιακής σύνθεσης στην ολόκληρη τσιπούρα στον πάγο, σύμφωνα με 
τις μοριακές-καλλιεργητικές τεχνικές. Επομένως, οι μοριακές τεχνικές, ιδιαίτερα όταν 
το γονίδιο στόχος είναι το 16S rRNA, αναμφισβήτητα αποτελούν το σημαντικότερο 
εργαλείο για μελλοντική χρήση στην τεκμηρίωση της διασφάλισης της ποιότητας και 
της ασφάλειας ενός τροφίμου. 
Η μελέτη των πτητικών ουσιών που παράγονται από τους μικροοργανισμούς 
κατά τη διάρκεια της συντήρησης αποτελεί έναν εναλλακτικό τρόπο προσδιορισμού της 
πορείας της μικροβιακής αλλοίωσης διότι αρκετές από τις ουσίες αυτές αυξάνονται 
μεταξύ της πρώτης ημέρας και της ημέρας απόρριψης. Η Ethyl-2-methylbutyrate, η 
Ethyl isovalerate και η Ethyl tiglate βρέθηκε να αυξάνονται εξαιτίας της δράσης των 
Pseudomonas spp., ενώ η 3-hydroxy-1-butanone, 3-methyl-1-butanal, 2-methyl-1-
butanal, Isoamyl alcohol και η 2-ethyl-1-hexanol εξαιτίας της δράσης των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων, έπειτα από ανάλυση μοντέλων υποστρωμάτων ιχθύος 
ενοφθαλμισμένα σε μονοκαλλιέργεια με τους αντίστοιχους αλλοιωγόνους 
μικροοργανισμούς. Οι ουσίες αυτές θα μπορούσε να χρησιμοποιηθούν ως χημικοί 
δείκτες μικροβιακής αλλοίωσης της τσιπούρας. Η 3-methyl-butanal αποτέλεσε την 
σημαντικότερη ουσία η οποία θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί ως χημικός δείκτης 
νωπότητας/αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης. Η χρήση του TVB-N καθώς και των 
άλλων αζωτούχων μεταβολιτών (ΤΜΑ-Ν, βιογενείς αμίνες), ενώ αποτελούν έναν καλό 
δείκτη για την αποδοχή ή όχι, ωστόσο δεν επαρκούν για να χαρακτηρίσουν τη 
‘φρεσκότητα’ του προϊόντος.  
Η αποθήκευση σε ΜΑΡ με το εμπορικό μίγμα αερίων που χρησιμοποιήθηκαν 
στην παρούσα διατριβή, βρέθηκε να επηρεάζει την αύξηση των αλλοιωγόνων 
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μικροοργανισμών σε σχέση με την αποθήκευση σε αερόβιες συνθήκες διότι προκάλεσε 
i) μείωση του ρυθμού αύξησης των Gram αρνητικών βακτηρίων, ii) αύξηση του ρυθμού 
αύξησης των Gram θετικών βακτηρίων (B. thermosphacta, οξυγαλακτικά βακτήρια) iii) 
αύξηση του τελικού πληθυσμού των Gram θετικών βακτηρίων και iv) μείωση του 
τελικού πληθυσμού των Gram αρνητικών βακτηρίων. Ωστόσο, στην παρούσα μελέτη, η 
εφαρμογή του ΜΑΡ είχε ως αποτέλεσμα την τελική επικράτηση των Gram αρνητικών 
βακτηρίων, με ΕΑΜ τα Pseudomonas spp., και στις δύο ατμόσφαιρες (αέρας, ΜΑΡ) 
στις χαμηλές θερμοκρασίες. 
Η συγκαλλιέργεια μεταξύ των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών μεταξύ τους 
αλλά και με το L. monocytogenes σε στερεά μοντέλα υποστρώματα ιχθύος έδειξε ότι ο 
ένας μικροοργανισμός επηρεάζει την αύξηση του άλλου. Οι αλλοιωγόνοι 
μικροοργανισμοί βρέθηκε να επιδρούν στην τύχη του L. monocytogenes τόσο σε 
συσκευασία αέρα όσο και σε ΜΑΡ. Ο ανταγωνισμός μεταξύ των ΕΑΜ βρέθηκε να 
επιδρά στον ειδικό ρυθμό αύξησης και στο μέγεθος του τελικού πληθυσμού τους. Η 
αύξηση του L. monocytogenes φάνηκε να ευνοείται στα φιλέτα σε συνθήκες αέρα όπου 
τα Pseudomonas spp. αποτελούν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό. Επίσης, τα Shewanella 
spp. και οξυγαλακτικά βακτήρια, βρέθηκε να ευνοούν την αύξηση του παθογόνου στις 
συγκαλλιέργειες Sh-L, Lab-L στις συνθήκες αυτές. Η πτώση των πληθυσμών των 
Pseudomonas spp. και των Shewanella spp. εξαιτίας της επίδρασης του ΜΑΡ στην 
αύξησή τους βρέθηκε να επιτρέπει την αύξηση του L. monocytogenes σε επίπεδα λίγο 
υψηλότερα από αυτά που παρατηρούνται σε αερόβιες συνθήκες. Τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια παρεμποδίζουν την αύξηση του παθογόνου στις συνθήκες αυτές. 
Η προσθήκη κιτρικών αλάτων αποτελεί ένα επιπλέον εμπόδιο παρεμπόδισης της 
αύξησης των αλλοιωγόνων και των παθογόνων μικροοργανισμών. Η δράση του 
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κιτρικού έναντι της αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών είχε ως αποτέλεσμα 
την επέκταση του εμπορικού χρόνου ζωής των ιχθύων κατά 1 ημέρα στις δύο 
ατμόσφαιρες. Επιπλέον, η δράση του κιτρικού έναντι της αύξησης του L. 
monocytogenes κυρίως στη συσκευασία ΜΑΡ είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση του 
τελικού πληθυσμού του Listeria monocytogenes κατά 1 log σε σχέση με τα φιλέτα 
χωρίς το αντιμικροβιακό.  
 
Λέξεις κλειδιά: Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί, τσιπούρα, 16S rRNA, 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΠΙΝΑΚΩΝ 
Πίνακας 1.1. Διάρκεια ζωής των ιχθυηρών κατά τη συντήρησή τους υπό αερόβιες 
συνθήκες σε διάφορες θερμοκρασίες συντήρησης.   
Πίνακας 1.2 Διάρκεια ζωής των ιχθυηρών από τα ύδατα της ψυχρής και της εύκρατης 
ζώνης κατά τη συντήρησή τους υπό συνθήκες ΜΑΡ σε διάφορες θερμοκρασίες 
συντήρησης.   
Πίνακας 3.1. Χρόνος οργανοληπτικής απόρριψης και επίπεδο μικροβιακού πληθυσμού 
ολόκληρων ιχθύων και φιλέτων τσιπούρας υπό διάφορες συνθήκες συντήρησης. 
Πίνακας 3.2. Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αποικιών που απομονώθηκαν σε TSA 
από τη σάρκα νωπών ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας. Σε παρένθεση παρουσιάζεται η 
δεκαδική αραίωση από την οποία προέκυψε ο αριθμός των αποικιών στα τρυβλία. 
Πίνακας 3.3. Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αποικιών που απομονώθηκαν σε TSA 
από  τη σάρκα νωπών φιλέτων ιχθύος τσιπούρας. Σε παρένθεση παρουσιάζεται η 
δεκαδική αραίωση από την οποία προέκυψε ο αριθμός των αποικιών στα τρυβλία. 
Πίνακας 3.4 Επικρατείς φυλότυποι σε φιλέτα και σε ολόκληρη τσιπούρα. 
Πίνακας 3.5 Ταυτοποίηση της αρχικής μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων 
τσιπούρας με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των μικροοργανισμών, τη 
μέθοδο του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. 
Πίνακας 3.6. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων 
τσιπούρας στους 0oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των 
μικροοργανισμών, τη μέθοδο του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA. 
Πίνακας 3.7. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων 
τσιπούρας στους 5oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των 
μικροοργανισμών, τη μέθοδο του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA. 
Πίνακας 3.8. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων 
τσιπούρας στους 15oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των 
μικροοργανισμών, τη μέθοδο του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA. 
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Πίνακας 3.9. Ταυτοποίηση της αρχικής και της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης 
ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας με φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, τη μέθοδο του 
συστήματος API και την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. 
Πίνακας 4.1. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες συνθήκες στους 0, 5 και 15°C. Οι τιμές 
(μέσοι όροι ± τυπ. απόκλιση, 3 4 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν 
τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές 
εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
Πίνακας 4.2. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας στους 0, 5 
και 15°C. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν 
από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης 
παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς 
μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
Πίνακας 4.3. Μεταβολές στο TVB-N (μ.ο. ± τυπ.αποκλ., mg /100g σάρκας ιχθύος, 
n=2x2=4) κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ 
στους 0, 5 και 15 °C.  Οι τιμές με έντονο μαύρο χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο 
απόρριψης. 
Πίνακας 4.4. Μεταβολές του TMA-N (μ.ο. ± τυπ.απ., mg /100g σάρκας ιχθύος, 
n=2x2=4) κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ 
στους 0, 5 και 15 °C.  Οι τιμές με έντονο μαύρο χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο 
απόρριψης. 
Πίνακας 4.5. Καμπύλες αναφοράς για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης (Χ) στα 
πρότυπα διαλύματα των 7 βιογενών αμινών.  
Πίνακας 4.6. Μεταβολές στις συγκεντρώσεις των βιογενών αμινών κατά τη διάρκεια 
της συντήρησης των φιλέτων σε συνθήκες αέρα στους 0, 5 και 15 °C.  Οι τιμές με 
έντονο μαύρο χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο απόρριψης. 
Πίνακας 4.7. Μεταβολές στις συγκεντρώσεις των βιογενών αμινών κατά τη διάρκεια 
της συντήρησης των φιλέτων σε ΜΑΡ στους 0, 5 και 15 °C. Οι τιμές με έντονο μαύρο 
χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο απόρριψης. 
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Πίνακας 4.8. Πτητικές ουσίες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε 
κορυφής) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα υπό συνθήκες αέρα κατά τη συντήρησή 
τους (σε ημέρες) στους 0, 5 και 15οC. R.T.: Retention Time (NIST library).  
Πίνακας 4.9. Πτητικές ουσίες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε 
κορυφής) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα υπό συνθήκες ΜΑΡ κατά τη συντήρησή 
τους (σε ημέρες) στους 0, 5 και 15οC. R.T.: Retention Time (NIST library).   
Πίνακας 4.10. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της 
κάθε κορυφής) σε μάρτυρες - στείρα μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) 
κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 
0, 5 και 15οC.  
Πίνακας 4.11. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της 
κάθε κορυφής) από τη δράση των Pseudomonas spp. μετά από εμβολιασμό σε στείρα 
μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό 
αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
Πίνακας 4.12. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της 
κάθε κορυφής) από τη δράση των Shewanella spp. μετά από εμβολιασμό σε στείρα 
μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό 
αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
Πίνακας 4.13. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της 
κάθε κορυφής) από τη δράση των οξυγαλακτικών βακτηρίων μετά από εμβολιασμό σε 
στείρα μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε 
ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
Πίνακας 5.2. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του 
Listeria monocytogenes σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες 
συνθήκες στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της 
παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή των 
μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 
1994).    
Πίνακας 5.3. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του 
Listeria monocytogenes σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό συνθήκες ΜΑΡ 
στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
  
παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των 
μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 
1994).    
Πίνακας 5.4. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του 
Listeria monocytogenes σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη 
συντήρηση υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος 
± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα 
που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός 
παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).      
Πίνακας 5.5. Κινητικές παράμετροι των μικροοργανισμών σε συγκαλλιέργεια σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες 
ΜΑΡ στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της 
παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των 
μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 
1994).     
Πίνακας 6.1. Χρόνος οργανοληπτικής απόρριψης, γενική εμφάνιση και επίπεδο 
μικροβιακού πληθυσμού (Ολική Μεσόφιλη Χλωρίδα) φιλέτων τσιπούρας υπό 
διαφορετικές μεταχειρίσεις. 
Πίνακας 6.2. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας με ή χωρίς 
προσθήκη κιτρικών αποθηκεύμένα σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC για 10 ημέρες. Οι 
τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την 
απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την 
προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi 
(Baranyi & Roberts 1994).  
Πίνακας 6.3. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας τα 
οποία εμβολιάσθηκαν με L. monocytogenes,  με ή χωρίς προσθήκη κιτρικών 
αποθηκευμένα σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC για 10 ημέρες. Οι τιμές εκτός της 
παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των 
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μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 
1994).   
Πίνακας 6.4. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας με ή χωρίς 
προσθήκη κιτρικών αποθηκευμένα και αποθηκεύθηκαν σε συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC 
για 12 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που 
ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης 
παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς 
μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
Πίνακας 6.5. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας τα οποία 
εμβολιάσθηκαν με L. monocytogenes με ή χωρίς προσθήκη κιτρικών αποθηκευμένα 
σε.συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC για 12 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης 
παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των 
μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 
1994).   
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΧΗΜΑΤΩΝ 
Σχήμα 3.1. Neighbor-joining φυλογενετικό δέντρο βασισμένο στις αλληλουχίες 16S 
rRNA που προέκυψαν από τους μικροοργανισμούς οι οποίοι απομονώθηκαν από φιλέτα 
υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15oC και των αλληλουχιών των 
πλησιέστερων χαρακτηρισμένων συγγενών. Το Persephonella marina χρησιμοποιήθηκε 
ως ρίζα. Ο έλεγχος της στατιστικής εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε 
1000 φορές με τη μέθοδο bootstrap.  
Σχήμα 3.2. Neighbor-joining φυλογενετικό δέντρο βασισμένο στις αλληλουχίες 16S 
rRNA που προέκυψαν απευθείας από τη σάρκα ολόκληρης τσιπούρας στην αρχή και 
στο χρόνο απόρριψης στον πάγο (0oC) και των αλληλουχιών των πλησιέστερων 
συγγενών. Το Fucophilus fucoidanolyticus έχει χρησιμοποιηθεί ως ρίζα. Ο έλεγχος της 
στατιστικής εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε 1000 φορές με τη μέθοδο 
bootstrap.  
Σχήμα 4.1. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης υπό συνθήκες αέρα (α) και ΜΑΡ (β) στους 0 οC. 
Σχήμα 4.2. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης υπό συνθήκες αέρα (α) και ΜΑΡ (β) στους 5οC. 
Σχήμα 4.3. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης υπό συνθήκες αέρα (α) και ΜΑΡ (β) στους 15οC. 
Σχήμα 4.4.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε 
τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 0οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στους μέσους 
όρους 4 επαναλήψεων (2x2) που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες προσαρμογή με τη χρήση του πρωτογενούς 
μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Ολικός μικροβιακός πληθυσμός (○), 
Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta 
(□), οξυγαλακτικά βακτήρια(■) και Enterobacteriaceae ().  
Σχήμα 4.5.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε 
τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 5οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που 
προέκυψαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην 
προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi 
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and Roberts 1994). Ολικός μικροβιακός πληθυσμός (○), Pseudomonas spp. (●), 
βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά 
βακτήρια(■) και Enterobacteriaceae ().   
Σχήμα 4.6. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε 
τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 15οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που 
προέκυψαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην 
προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi 
& Roberts 1994). Ολικός μικροβιακός πληθυσμός (○), Pseudomonas spp. (●), βακτήρια 
που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά βακτήρια(■) 
και Enterobacteriaceae ().   
Σχήμα 4.7. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε 
αερόβιες συνθήκες (α) και σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 0οC. Τα σημεία 
αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas spp. (●), 
Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■). 
Σχήμα 4.8. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε 
αερόβιες συνθήκες (α) και σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 5οC. Τα σημεία 
αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas spp. (●), 
Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■).   
Σχήμα 4.9. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε 
αερόβιες συνθήκες (α) και σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 15οC. Τα σημεία 
αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas spp. (●), 
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Σχήμα 4.10. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε 
μάρτυρες μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 0οC υπό συνθήκες αέρα (●) 
και ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.11. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε 
μάρτυρες μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες αέρα (●) 
και ΜΑΡ (ο).   
Σχήμα 4.12. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε 
μάρτυρες μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 15οC υπό συνθήκες αέρα (●) 
και ΜΑΡ (ο). 
Σχήμα 4.13. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
τον χρόνο αποθήκευσης (α) και τις μεταβολές της ΟΜΧ (β) στους 0οC υπό συνθήκες 
αέρα (●) και ΜΑΡ (ο). 
Σχήμα 4.14. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα ΟΜΧ (β) σε φιλέτα τσιπούρας 
αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες αέρα (●) και ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.15. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα ΟΜΧ (β) σε φιλέτα τσιπούρας 
αποθηκευμένα στους 15οC υπό συνθήκες αέρα (●) και ΜΑΡ (ο). 
Σχήμα 4.16. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες 
σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 0οC υπό συνθήκες αέρα (●) και 
ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.17. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες 
σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες αέρα (●) και 
ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.18. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες 
σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 15οC υπό συνθήκες αέρα (●) και 
ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.19. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 
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μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 0οC υπό συνθήκες αέρα (●) και ΜΑΡ 
(ο).   
Σχήμα 4.20. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες αέρα (●)και ΜΑΡ 
(ο).   
Σχήμα 4.21. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 15οC υπό συνθήκες αέρα (●) και ΜΑΡ 
(ο).  
Σχήμα 4.22. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 0οC υπό συνθήκες 
αέρα (●) και ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 4.23. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες 
αέρα (●) και ΜΑΡ (ο). 
Σχήμα 4.24. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με 
το χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 15οC υπό 
συνθήκες αέρα (●) και ΜΑΡ (ο).  
Σχήμα 5.1.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
ιχθύος τσιπούρας (με τη φυσική τους μικροβιακή σύνθεση) (α) και σε φιλέτα ιχθύος 
τσιπούρας μετά τον εμβολιασμό τους με L. monocytogenes (β) και μεταβολή του ρΗ 
του μοντέλου υποστρώματος κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες 
συνθήκες στους 5οC. Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), 
Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά βακτήρια (■), Enterobacteriaceae () 
και Listeria monocytogenes (∆). 
Σχήμα 5.2. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα 
ιχθύος τσιπούρας (με τη φυσική τους μικροβιακή σύνθεση) (α) και σε φιλέτα ιχθύος 
τσιπούρας μετά τον εμβολιασμό τους με L. monocytogenes (β), και μεταβολή του ρΗ 
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του μοντέλου υποστρώματος κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε συνθήκες ΜΑΡ 
στους 5οC, Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix 
thermosphacta (□), οξυγαλακτικά βακτήρια (■), Enterobacteriaceae () και Listeria 
monocytogenes (∆). 
Σχήμα 5.3. Πληθυσμιακές μεταβολές (α) των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ιχθύος 
τσιπούρας και του Listeria monocytogenes και μεταβολές του pH του υποστρώματος 
(β), μετά τον εμβολιασμό τους ως μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά 
τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC. Pseudomonas spp. 
(●), Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■) και Listeria monocytogenes (∆).  
Τα σημεία είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων. 
Σχήμα 5.4. Πληθυσμιακές μεταβολές  (α) των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ιχθύος 
τσιπούρας και του Listeria monocytogenes και μεταβολές του pH του υποστρώματος 
(β), μετά τον εμβολιασμό τους ως μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά 
τη διάρκεια της συντήρησής τους σε ΜΑΡ στους 5οC. Pseudomonas spp. (●), 
Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■) και Listeria monocytogenes (∆).  Τα 
σημεία είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων. 
Σχήμα 5.5.  Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●) και L. monocytogenes 
(∆) μετά τον εμβολιασμό τους σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά 
τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) 
στους 5οC. Τα σημεία είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων. 
Σχήμα 5.6.  Πληθυσμιακές μεταβολές των Shewanella  spp. (▲) και L. monocytogenes 
(∆) μετά τον εμβολιασμό τους σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά 
τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες 
τροποποιημένης ατμόσφαιρας (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι μέσοι όροι 3 
επαναλήψεων. 
Σχήμα 5.7. Πληθυσμιακές μεταβολές των οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) και L. 
monocytogenes (∆) μετά τον εμβολιασμό τους σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος 
τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε 
συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι μέσοι όροι 3 επαναλήψεων. 
Σχήμα 5.8. Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲) 
και οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) μετά τον εμβολιασμό τους σε συγκαλλιέργεια σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες 
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συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι μέσοι όροι 3 
επαναλήψεων.  
Σχήμα 5.9. Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲), 
οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) και L. monocytogenes (∆) μετά τον εμβολιασμό τους σε 
συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους 
σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι μέσοι 
όροι 3 επαναλήψεων. 
Σχήμα 6.1. Μεταβολές των χαρακτηριστικών  οσμή (α), γεύση (β), συνεκτικότητα (γ) 
και εμφάνιση (δ) των ψημένων φιλέτων, σε συσκευασία αέρα (-) και ΜΑΡ  (- - -) και 
των ψημένων φιλέτων με την προσθήκη κιτρικών σε συσκευασία αέρα (----) και ΜΑΡ 
(.....) στους 5οC. Με το σύμβολο (●) παρουσιάζεται η βαθμολογία που αντιστοιχεί στο 
χρόνο απόρριψης των φιλέτων. 
Σχήμα 6.2. Μεταβολές μικροβιακού πληθυσμού σε φιλέτα τσιπούρας (α & β) και σε 
φιλέτα εμβολιασμένα με L. monocytogenes ( γ & δ),  χωρίς (α & γ) και με την 
προσθήκη κιτρικών (β & δ) που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC για 
10 ημέρες. Τα σημεία αντιστοιχούν στον μέσο όρο 3 επαναλήψεων ενώ οι καμπύλες 
προσαρμογής έγιναν με τη χρήση του μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). 
Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta 
(□), οξυγαλακτικά βακτήρια (■), Enterobacteriaceae () και L. monocytogenes (∆).  
Σχήμα 6.3. Μεταβολές μικροβιακού πληθυσμού σε φιλέτα τσιπούρας (α & β) και σε 
φιλέτα εμβολιασμένα με L. monocytogenes ( γ & δ),  χωρίς (α & γ) και με την 
προσθήκη κιτρικών (β & δ) που αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ στους 5οC για 12 ημέρες. Τα 
σημεία αντιστοιχούν στον μέσο όρο 3 επαναλήψεων ενώ οι καμπύλες προσαρμογής 
έγιναν με τη χρήση του μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas 
spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΣΥΝΤΟΜΟΓΡΑΦΙΩΝ 
DGGE: Denaturing gradient gel electrophoresis  
ΕΑΜ: Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί 
HL: Hugh και Leifson 
IA: Iron Agar 
L: Listeria  
LAB: Lactic Acid Bacteria 
LH: Long and Hammer 
ΜΑΡ: Modified Atmosphere Package (Τροποποιημένη Ατμόσφαιρα) 
MRD: Maximum Recovery Diluent 
PCA: Plate Count Agar 
PCR: Polymerase Chain Reaction 
Ps: Pseudomonas 
SDS-PAGE analysis: Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 
Sh: Shewanella 
SSO: Specific Spoilage Organisms 
SSCP: Single-strand conformation polymorphism  
STAA: Streptomycin Sulphate, Thallus Acetate, cycloheximide (actidione) Agar 
TGGE: thermal gradient gel electrophoresis  
ΤΜΑΟ: Trimethylamine oxide (Οξείδιο της τριμεθυλαμίνης) 
ΤΜΑ: Trimethylamine (Τριμεθυλαμίνη) 
ΤΜΑ-Ν: Trimethylamine nitrogen (Άζωτο της τριμεθυλαμίνης) 
TVB-N: total volatile basic nitrogen (Ολικό Πτητικό Βασικό Άζωτο) 
TSA: Tryptone Soy Agar 
TSB: Tryptone Soy Broth 
T-RFLP: Terminal restriction fragment length polymorphism 
TGE: Tryptone Glucose Extract agar 
VRBGA: Violet Red Bile Glucose agar 
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ΚΑΤΑΛΟΓΟΣ ΟΥΣΙΩΝ ΑΓΓΛΙΚΑ: ΕΛΛΗΝΙΚΑ 
Acetic acid : οξικό οξύ 
Acetophenone: ακετοφαινόνη 
Acetyl propionyl (ή 2,3 pentedione): 2,3 πενταδιόνη 
Amyl alcohol: αμυλική αλκοόλη 
1-butoxy-2-propanol: 1-βούτοξυ-2-προπανόλη  
Butyl alcohol (ή butanol): βουτανόλη 
Dimethyl disulfide: διμεθυλοσουλφίδιο 
n-decanal: n-δεκανάλη 
2-decenal: 2-δεκα-εν-άλη  
1-decanol: 1-δεκανόλη  
n-dodecane : n-δωδεκάνιο 
Ethyl acetate : οξικός αιθυλεστέρας 
Ethyl crotonate: κροτονικός αιθυλεστέρας ή αιθυλεστέρας του 2-βουτενικού οξέος 
Ethyl isovalerate: ισοβαλερικός αιθυλεστέρας 
Ethyl propionate: προπιονικός αιθυλεστέρας 
Ethyl-2-methylbutyrate: 2-μεθύλ-βουτυρικός αιθυλεστέρας 
Ethyl isovalerate: ισοβαλερικός αιθυλεστέρας 
Ethyl tiglate (ή Ethyl trans-2-methyl-2-butenoate): trans-2-μεθύλ-2-βουτενικός 
αιθυλεστέρας 
Ethyl Isobutyrate: ισοβουτυρικός αιθυλεστέρας 
Ethyl butyrate: βουτυρικός αιθυλεστέρας 
2-Ethyl-1-hexanol: 2-αιθύλ-1-εξανόλη 
n-eicosane: n-εικοσάνιο  
Hexanoic acid, ethyl ester: αιθυλεστέρας εξανικού οξέος 
trans-2-Hexenal: trans-2-εξενάλη 
1-Hexanol: 1-εξανόλη 
2-heptanone : 2-επτανόνη 
cis-4-Heptenal: cis-4-επτενάλη  
Heptanal: επτανάλη  
1,4-heptadiene: 1,4-επταδιένιο  
Heptyl alcohol (ή 1-Heptanol): 1-επτανόλη 
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trans,trans-2,4-Heptadienal: trans, trans,-2,4,-επταδιενάλη 
Hexanal : εξανάλη 
trans-2-Hexenal: trans-2-εξενάλη  
trans,trans-2,4-Heptadienal : trans,trans-2,4-επταδιενάλη 
Isobutyl isobutyrate: ισοβουτυρικός ισοβουτυλεστέρας 
Isoamyl alcohol : ισοαμυλική αλκοόλη 




2-methylbutyrate: άλας του 2-μεθυλ βουτυρικού  
6-methyl-5-hepten-2-one: 6-μεθύλ-5-επτέν-2-όνη 
2-methyl-1-butanol: 2-μεθύλ-1-βουτανόλη 
Nonanoic acid: εννεανοϊκό οξύ 
2-nonanone: 2-εννεανόνη 
cis-6-nonenal: cis-6-εννεανάλη 
Nonanal: εννεανάλη  
trans-2-nonenal: trans-2-εννέα-εν-άλη   
cis-6-Nonen-1-ol: cis-6- εννέα-εν-1-όλη 
2-octanone: 2-οκτανόνη 
1-octen-3-ol: 1-οκτέν-3-όλη 





2-Penten-1-ol (Z): 2-πεντέν-1-όλη  
Pentadecane: δεκαπεντάνιο  
n-tetradecane: n-δεκατεσσεράνιο  
n-tetracosane: n-εικοστεσεράνιο
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  
1.1 Μικροβιακή αλλοίωση ιχθύων 
Ως αλλοίωση των τροφίμων θεωρείται η υποβάθμιση των ποιοτικών 
χαρακτηριστικών καθιστώντας το προϊόν μη αποδεκτό για κατανάλωση (Huis in't Veld 
1996). Η υποβάθμιση της ποιότητας των αλιευτικών προϊόντων μπορεί να προκληθεί 
κυρίως λόγω της δράσης των μικροοργανισμών (μικροβιακή αλλοίωση), ενδογενών 
ενζύμων (αυτόλυση) και χημικών αντιδράσεων οξείδωσης (τάγγιση) (Ashie et al. 1996, 
Gram & Huss 1996). 
Η μικροβιακή αλλοίωση αποτελεί τον κυριότερο μηχανισμό υποβάθμισης της 
ποιότητας στους νωπούς ιχθύες (Gram & Dalgaard 2002). Η μικροβιακή αλλοίωση στα 
τρόφιμα εκδηλώνεται με αλλαγές στα οργανοληπτικά τους χαρακτηριστικά (οσμή, 
γενική εμφάνιση) εξαιτίας της δράσης των μικροοργανισμών (Gill 1986). Οι 
μικροοργανισμοί αυτοί που λαμβάνουν μέρος στην αλλοίωση προέρχονται από την 
αρχική μικροβιακή σύνθεση και από επιμόλυνση (μείανση).  
Η αρχική μικροβιακή σύνθεση των νωπών ιχθύων εξαρτάται κυρίως από το 
περιβάλλον διαβίωσής τους (Shewan 1977). Η αρχική μικροβιακή σύνθεση των ιχθύων, 
οι οποίοι προέρχονται από τα ύδατα της εύκρατης ζώνης, αποτελείται από ψυχρότροφα 
αρνητικά κατά Gram βακτήρια των γενών Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, 
Shewanella putrefaciens, Flavobacterium, Cytophaga, Vibrio, Photobacterium, 
Aeromonas και από θετικά κατά Gram βακτήρια των γενών Bacillus, Micrococcus, 
Clostridium, Lactobacillus, Cornynebacterium και Brochothrix thermosphacta (Gram & 
Huss 1996, Huis in't Veld 1996). Η μικροβιακή σύνθεση των ιχθύων, οι οποίοι 
προέρχονται από τα ύδατα της τροπικής ζώνης, αποτελείται κυρίως από θετικά κατά 
Gram βακτήρια (coryneforms, Micrococcaceae) και Enterobacteriaceae (Wood 1953, 
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Gillespie & Macrae 1975, Shewan 1977, Liston 1980, Gram 1990), αλλά σε αρκετές 
περιπτώσεις είναι παρόμοια με τη μικροβιακή σύνθεση των ιχθύων των εύκρατων 
κλιμάτων (Colwell & Liston 1962, Gram et al. 1990).  
Τα νωπά αλιευτικά προϊόντα μπορεί να επιμολυνθούν από μια πληθώρα 
μικροοργανισμών που προέρχονται από το φυσικό τους περιβάλλον, τον άνθρωπο, τον 
εξοπλισμό και τις επιφάνειες επεξεργασίας (Jay et al. 2005). Οι ιχθύες οι οποίοι 
προέρχονται από μολυσμένα ύδατα φέρουν μεγάλους αριθμούς βακτηρίων της 
οικογένειας Enterobacteriaceae (Huss, 1995). Ο άνθρωπος μπορεί να επιμολύνει τα 
τρόφιμα με παθογόνα βακτήρια όπως το Staphylococcus aureus του οποίου πολλές 
φορές είναι φορέας και με εντερικά παθογόνα λόγω έλλειψης ορθής υγιεινής πρακτικής. 
Επιπλέον, άλλοι μικροοργανισμοί όπως είναι το Listeria monocytogenes έχουν την 
ικανότητα να προσκολλούνται στις επιφάνειες επεξεργασίας και να δημιουργούν 
βιοϋμένια. Η επαφή των προϊόντων με τις επιφάνειες αυτές κατά την επεξεργασία έχει 
ως αποτέλεσμα την επιμόλυνση.  
Κατά τη συντήρηση, μόνο ένα μικρό κλάσμα της αρχικής μικροβιακής 
σύνθεσης φθάνει σε υψηλά αριθμητικά επίπεδα που χαρακτηρίζουν την αλλοίωση. Οι 
μικροοργανισμοί αυτοί, γνωστοί ως Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί (ΕΑΜ), 
παράγουν μεταβολίτες οι οποίοι είναι υπεύθυνοι για τις χαρακτηριστικές δυσάρεστες 
οσμές στα τρόφιμα και επομένως την οργανοληπτική απόρριψη. Η επιλογή των 
μικροοργανισμών που θα αποτελέσουν το μικρό αυτό κλάσμα εξαρτάται κυρίως από τις 
επικρατούσες συνθήκες της αποθήκευσης όπως είναι η θερμοκρασία και η ατμόσφαιρα 
(Leisner & Gram 1999, Dalgaard 2003). 
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1.1.1. Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί (ΕΑΜ) 
Οι Ειδικοί Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί αποτελούν την κύρια αιτία της 
ποιοτικής υποβάθμισης στα νωπά αλιευτικά προϊόντα (Gram & Huss 1996, Gram & 
Dalgaard 2002). Οι ΕΑΜ (SSO, Specific Spoilage Organisms) αναπτύσσονται με 
μεγαλύτερο ρυθμό σε σχέση με τους υπόλοιπους μικροοργανισμούς και όταν ο 
πληθυσμός τους πλησιάσει στο επίπεδο αλλοίωσης (spoilage level) των 107-109 cfu/g οι 
ουσίες που έχουν παραχθεί λόγω του μεταβολισμού τους (metabolites: CSI-chemical 
spoilage ind(ex)-ices), έχουν φθάσει σε συγκεντρώσεις τέτοιες όπου προκαλούν την 
οργανοληπτική απόρριψη του προϊόντος (Dalgaard et al. 1993, Gram & Huss 1996, 
Huis in't Veld 1996) (Σχ. 1.1).  
 
Σχήμα 1.1 Γενική περιγραφή της αλλοίωσης των ιχθυηρών (Dalgaard et al. 1993).  
 
Στους ιχθύες που προέρχονται από τα ύδατα των εύκρατων κλιμάτων και 
αποθηκεύονται σε πάγο στο τέλος του εμπορικού χρόνου ζωής, τα γένη Pseudomonas 
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και S. putrefaciens αποτελούν το μεγαλύτερο ποσοστό του συνολικού μικροβιακού 
πληθυσμού των αλλοιωμένων ιχθύων (Liston 1960,  Gram et al. 1987, Gram et al. 
1990). Οι μικροοργανισμοί αυτοί επικρατούν λόγω του μικρού χρόνου διπλασιασμού 
που παρουσιάζουν στις χαμηλές θερμοκρασίες (Morita 1975). Το S. putrefaciens 
αποτελεί κυρίως τον ΕΑΜ σε ιχθύες που αλιεύονται από τα ύδατα της Β. Ευρώπης και 
συντηρούνται σε πάγο, λόγω του υψηλότερου δυναμικού αλλοίωσης που παρουσιάζει 
εξαιτίας της ικανότητάς του να μετατρέπει το οξείδιο της τριμεθυλαμίνης (ΤΜΑΟ) σε 
τριμεθυλαμίνη (ΤΜΑ) και να προσδίδει στο προϊόν την έντονη μυρωδιά της ‘ψαρίλας’ 
το οποίο προκαλεί και την οργανοληπτική απόρριψη (Gram et al. 1987). Στα αλιεύματα 
της Μεσογείου, αν και οι κυρίαρχοι μικροοργανισμοί είναι οι ίδιοι με αυτούς που 
επικρατούν στα αλιεύματα της Β. Ευρώπης, ως ΕΑΜ έχουν χαρακτηρισθεί τα 
Pseudomonas spp. διότι φθάνουν σε υψηλότερους πληθυσμούς από το S. putrefaciens, 
ενώ οι κύριοι μεταβολίτες που προκαλούν την οργανοληπτική απόρριψη είναι κυρίως 
αζωτούχα παραπροϊόντα του μεταβολισμού των αμινοξέων (Dainty, 1996). Τα 
Pseudomonas spp. επικρατούν έναντι του S. putrefaciens στους ιχθύες της Μεσογείου 
κυρίως λόγω της αδυναμίας των τελευταίων να παράγουν επαρκή ενέργεια από την 
αναγωγή του ΤΜΑΟ σε ΤΜΑ. Η πρόδρομη ουσία για την παραγωγή του ΤΜΑ είναι το 
ΤΜΑΟ, το οποίο απαντάται σε χαμηλές συγκεντρώσεις στους ιχθύες της Μεσογείου 
(Kyrana & Lougovois 2002). Έτσι, τα Pseudomonas spp. και κατά δεύτερον το S. 
putrefaciens αποτελούν τους πιο επικρατέστερους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς σε 
αλιεύματα που προέρχονται από Ελληνικά ύδατα και συντηρούνται υπό αερόβιες 
συνθήκες σε χαμηλές θερμοκρασίες (Koutsoumanis & Nychas 1999, Koutsoumanis & 
Nychas 2000; Tryfinopoulou et al. 2002, Tryfinopoulou et al. 2007, Boziaris et al. 
2011).       
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Είναι πλέον γνωστό ότι διάφορες αλλαγές στις συνθήκες επεξεργασίας, 
συσκευασίας και αποθήκευσης είναι δυνατόν να δώσουν μία τελείως διαφορετική 
μικροβιακή σύνθεση και κατά συνέπεια και τύπο αλλοίωσης (Gram & Huss 1996). Η 
συντήρηση των ιχθύων σε ατμόσφαιρα διαφορετικής σύνθεσης αερίων από αυτή του 
αέρα, όπως είναι η αποθήκευση σε συσκευασία ΜΑΡ (Modified Atmosphere Package), 
ευννοεί την επικράτηση διαφορετικών ομάδων μικροοργανισμών. Έχει παρατηρηθεί ότι 
η συσκευασία των ιχθυηρών σε ΜΑΡ (μειωμένο ή καθόλου οξυγόνο, υψηλό διοξείδιο 
του άνθρακα) παρεμποδίζει πολλές φορές την αύξηση τόσο των Pseudomonas spp. όσο 
και του S. putrefaciens. Αντίθετα, έχει αναφερθεί ότι οι συσκευασίες αυτές ευνοούν την 
αύξηση μικροοργανισμών με ζυμωτικό μεταβολισμό όπως είναι τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια και το B. thermosphacta στους ιχθύες της Μεσογείου (Drosinos & Nychas 
1996, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999, Taoukis et al. 1999a, 
Taoukis et al. 1999b, Koutsoumanis et al. 2000), τα οξυγαλακτικά βακτήρια και το 
Photobacterium phosphoreum στους ιχθύες των βόρειων κλιμάτων (Lannelonque et al. 
1982, Dalgaard 1995a, Dalgaard et al. 1997). Στους ιχθύες της Β. Ευρώπης σε συνθήκες 
ΜΑΡ επικρατεί κυρίως το P. phosphoreum έναντι του S. putrefaciens διότι είναι 
περισσότερο ανθεκτικό στο διοξείδιο του άνθρακα και παράγει 10-100 φορές 
περισσότερο ΤΜΑ ανά κύτταρο σε σχέση με το S. putrefaciens (Dalgaard 1995b). 
Επίσης, έχει αποδειχθεί ότι πληθυσμοί του S. putrefaciens μικρότεροι του 108 δεν είναι 
ικανοί να προκαλέσουν αλλοίωση, λόγω του μικρού ποσού ΤΜΑ που παράγουν 
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1.2. Διερεύνηση του μικροβιακού πληθυσμού 
Οι μικροβιολογικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται για τον προσδιορισμό της 
μικροβιακής σύνθεσης ενός τροφίμου (απομόνωση, ταυτοποίηση, ανίχνευση και 
απαρίθμηση των μικροοργανισμών) στηρίζονται κυρίως στη χρήση εκλεκτικών ή 
γενικής χρήσης τεχνητών υποστρωμάτων (θρεπτικά υλικά) και χαρακτηρίζονται ως 
κλασσικές μέθοδοι. Η αξιοπιστία των κλασσικών τεχνικών περιορίζεται εξαιτίας της 
δυνατότητας μέτρησης μόνο των κυττάρων που έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν 
αποικίες καθώς και από την αξιοπιστία του ίδιου του υποστρώματος. Επίσης, τα 
καταπονημένα ή τραυματισμένα κύτταρα δεν αναπτύσσονται σε εκλεκτικά υλικά, ενώ 
άλλα παρεμποδίζονται από μικροοργανισμούς που βρίσκονται σε αφθονία (Hugenholtz 
et al. 1998). Γενικά, οι κλασσικές τεχνικές χαρακτηρίζονται ως χρονοβόρες και 
καλύπτουν μικρότερο ποσοστό του 1% των ειδών των μικροοργανισμών που 
απαρτίζουν τη μικροβιακή σύνθεση ενός περιβαλλοντικού δείγματος (Ward et al. 
1990).  
Ο προσδιορισμός/ταυτοποίηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα 
πραγματοποιείται κυρίως με φαινοτυπικές δοκιμές μετά από απομόνωση των 
μικροοργανισμών που απαντώνται στον ιστό του αλιεύματος σε θρεπτικά υλικά. Κατά 
καιρούς, διάφοροι ερευνητές μελέτησαν τη μικροβιακή σύνθεση των ιχθυηρών είτε σε 
εκλεκτικά ή σε γενικής χρήσης θρεπτικά υλικά με τον έλεγχο των φαινοτυπικών 
χαρακτηριστικών κάθε αποικίας (Gram et al. 1987, Gennari & Tomaselli 1988, Heinsz 
et al. 1988, Jorgensen & Huss 1989, Dalgaard 1995, Gennari et al. 1999, Rodriguez et 
al. 2003, Tryfinopoulou et al. 2002, 2007). Η χρήση φαινοτυπικών δοκιμών 
(μορφολογικές, βιοχημικές) σε καθαρές καλλιέργειες δεν επαρκεί για την ταυτοποίηση 
των μικροοργανισμών κυρίως εξαιτίας της χαμηλής διακριτικής τους ικανότητας. 
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Διάφοροι ερευνητές αναφέρουν ότι οι κλασσικές τεχνικές που χρησιμοποιούνται για 
την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών παρέχουν πολλές φορές ελλειπή αποτελέσματα 
(Baumann et al. 1972, Molin & Ternstrom 1986, Christensen et al. 1994, Tryfinopoulou 
et al. 2002, 2007).  
Τα τελευταία χρόνια είναι προς εξέλιξη πιο γρήγορες και αξιόπιστες μέθοδοι 
όπως είναι οι μοριακές τεχνικές. Οι τεχνικές αυτές διακρίνονται σε μοριακές 
καλλιεργητικές και σε μοριακές μη καλλιεργητικές. Οι μοριακές καλλιεργητικές 
τεχνικές αφορούν μόνο τα βακτήρια που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά. Με τις 
τεχνικές αυτές οι μικροοργανισμοί που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά μπορούν 
εύκολα να απομονωθούν και να ταυτοποιηθούν με αλληλούχιση του γονιδίου 16S 
rRNA λαμβάνοντας μόνο μία μικρή ποσότητα DNA. Η αλληλούχιση του 16S rRNA 
γονιδίου είναι σήμερα η πιο κοινή προσέγγιση για την ανάλυση της μικροβιακής 
σύνθεσης λόγω της φυλογενετικής πληροφορίας που παρέχει το γονίδιο αυτό. Η 
αλληλουχία του 16S rRNA γονιδίου έχει χρησιμοποιηθεί ευρέως για τον προσδιορισμό 
των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των βακτηρίων καθώς και για τον εντοπισμό των 
άγνωστων βακτηρίων σε επίπεδο γένους ή είδους (Sacchi et al. 2002). Επομένως, η 
πληροφορία που λαμβάνεται είναι μακράν ακριβέστερη σε σχέση με αυτή που 
λαμβάνεται με τις φαινοτυπικές δοκιμές. Ωστόσο, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα 
θρεπτικά υλικά παρουσιάζουν αρκετά μειονεκτήματα. Επιπλέον, αρκετοί σημαντικοί 
μικροοργανισμοί αδυνατούν να αναπτυχθούν σε ορισμένα θρεπτικά υλικά γενικής 
χρήσης (Broekaert et al. 2011). Οι μοριακές μη καλλιεργητικές τεχνικές αποτελούν την 
εναλλακτική προσέγγιση για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα τρόφιμα 
διότι έχουν το πλεονέκτημα έναντι των καλλιεργητικών να περιγράφουν όχι μόνο τους 
μικροοργανισμούς που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά αλλά και αυτούς οι οποίοι 
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είναι αδύνατον να καλλιεργηθούν ή γενικότερα αυτούς που διαφεύγουν των 
καλλιεργητικών τεχνικών (Olofsson et al. 2007, Schirmer et al. 2009, Rasolofo et al. 
2010). Οι Rasolofo et al. (2010) με ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA, κλωνοποίηση και 
αλληλούχιση έπειτα από εκχύλιση DNA κατευθείαν από γάλα αναφέρουν βακτήρια τα 
οποία δεν είχαν βρεθεί έως τότε με την εφαρμογή άλλων τεχνικών (μοριακών, 
κλασσικών). Οι Olofsson et al. (2007) μελετώντας τη μικροβιακή σύνθεση καπνιστού 
σολομού σε συσκευασία κενού με την ίδια τεχνική με τους παραπάνω ερευνητές 
αναφέρουν ότι το 10% των βακτηρίων ανήκε σε μη ταυτοποιημένα, άγνωστα βακτήρια. 
Επιπλέον, οι παραπάνω ερευνητές αναφέρουν ότι ανάμεσα στα Photobacterium spp. 
που αποτελούν τους κυρίαρχους μικροοργανισμούς στον καπνιστό σολομό, δεν είναι 
μόνο τα P. phosphoreum αλλά και άλλα είδη που δεν έχουν ταυτοποιηθεί ακόμη. 
Σήμερα, οι μοριακές τεχνικές, ιδιαίτερα όταν το γονίδιο στόχος είναι το 16S 
rRNA, αποτελούν σημαντικό εργαλείο για μελλοντική χρήση στην τεκμηρίωση της 
διασφάλιση της  ποιότητας και της ασφάλειας ενός τροφίμου (Martinez et al. 2011). Τα 
τελευταία χρόνια, λίγες σχετικά μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί με σκοπό τη 
διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα (βλέπε Εισαγωγή Κεφ.3). Η 
ύπαρξη και άλλων μικροοργανισμών που δύναται να συνεισφέρουν στην αλλοίωση 
αποτελεί σημαντικό πεδίο για μελέτη στις μέρες μας. Με την ταυτοποίηση του 
μικροοργανισμού αυτού και περαιτέρω με τον ενοφθαλμισμό του σε υποστρώματα-
μοντέλα που προσομοιάζουν υπόστρωμα ιχθύος, είναι δυνατόν να επιτευχθεί ο 
προσδιορισμός της αλλοιωγόνου δυναμικής του, δηλαδή της ικανότητάς του να παράγει 
ουσίες που οδηγούν στην οργανοληπτική απόρριψη.  
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1.3. Χημικοί δείκτες αλλοίωσης  
Ένας εναλλακτικός τρόπος προσδιορισμού της μικροβιακής αλλοίωσης είναι η 
εκτίμηση της αλλοιωγόνου δυναμικής των μικροοργανισμών μέσω του προσδιορισμού 
των μεταβολικών τους προϊόντων που προκαλούν την αλλοίωση και την οργανοληπτική 
απόρριψη. Περαιτέρω, είναι δυνατό η χρήση τέτοιων μεταβολιτών ως χημικοί δείκτες 
μικροβιολογικής αλλοίωσης. Οι κυριότεροι χημικοί δείκτες που χρησιμοποιούνται 
ευρέως είναι το ολικό πτητικό βασικό άζωτο (TVB-N), η τριμεθυλαμίνη (TMA) ή 
άζωτο της τριμεθυλαμίνης (ΤΜΑ-Ν). 
  Το TVB-N παράγεται σε σημαντικές ποσότητες  μόνο κατά τα στάδια της 
προχωρημένης αλλοίωσης των ιχθύων και δεν θεωρείται αξιόπιστη ουσία για την 
αξιολόγηση της φρεσκάδας των ψαριών στο αρχικό στάδιο της αποθήκευσης 
(Oehlenschläger 1992, 1997a,b). Επιπλέον, η τιμή του TMΑ είναι χαμηλή έως και 
μηδαμινή σε ιχθύες τσιπούρας που έχουν αλιευθεί από ελληνικά ύδατα (Drosinos & 
Nychas 1996, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999, 2000). Οι βιογενείς 
αμίνες γενικότερα απαντώνται σε χαμηλές συγκεντρώσεις στους ιχθύες της Μεσογείου 
(Koutsoumanis et al. 1999). Έτσι, η αδυναμία του ακριβή προσδιορισμού της 
αλλοίωσης (στάδιο αλλοίωσης) με την εφαρμογή των παραπάνω μεθόδων έχει 
οδηγήσει στην αναζήτηση πιο αξιόπιστων μεθόδων.  
Άλλες ουσίες, κυρίως πτητικές, όπως είναι οι αλκοόλες, αλδεΰδες, κετόνες, 
θειώδη συστατικά, αμμωνία, εστέρες και τα οργανικά οξέα είναι οι κυριότερες ομάδες 
μικροβιακών μεταβολιτών που παράγονται από τη δράση των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα ιχθυηρά (Leisner & Gram 1999). Πιο συγκεκριμένα, τα 
Pseudomonas spp. ως αερόβιοι μικροοργανισμοί οξειδώνουν την γλυκόζη σε γλυκονικό 
οξύ (Drosinos & Board 1994) και αφού το αφομοιώσουν, συνεχίζουν διασπώντας τα 
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αμινοξέα προς NH3 και άλλες πτητικές αζωτούχες ενώσεις (Dainty 1996). Το S. 
putrefaciens παράγει ΤΜΑ, H2S και σχηματίζει σουλφίδια από τις πρόδρομες ουσίες 
όπως οξείδιο της τριμεθυλαμίνης (TMAO), κυστεϊνη και μεθειονίνη, αντίστοιχα, και 
αποκαρβοξυλιώνει αμινοξέα όπως ιστιδίνη και τυροσίνη με αποτέλεσμα την παραγωγή 
των αντίστοιχων βιογενών αμινών (ισταμίνη και τυραμίνη) (Gram & Huss 1996). Τα 
Enterobacteriaceae παράγουν κυρίως ΤΜΑ από TMAO, κετόνες, αλδεΰδες, εστέρες και 
αμμωνία από αμινοξέα, οξέα από υδατάνθρακες κ.α. (Leisner & Gram 1999). Η 
κυριαρχία των B. thermosphacta και των οξυγαλακτικών βακτηρίων σε ένα τρόφιμο 
έχει ως αποτέλεσμα την παραγωγή οργανικών οξέων (Blickstad 1983, Blickstad & 
Molin 1984, Nychas & Arkoudelos 1991, Drosinos & Board 1995, Drosinos & Nychas 
1997). Οι μεταβολίτες που παράγονται από τη δράση των μικροοργανισμών κατά την 
αλλοίωση των αλιευμάτων είναι υπεύθυνοι για τις χαρακτηριστικές δυσάρεστες οσμές 
όπως αυτή της ‘αμμωνίας’ από ΤΜΑ και αμμωνία, του ‘πιπεριού’ από ισταμίνη, του 
‘σάπιου’ από καδαβερίνη, πουτρεσκίνη και τυραμίνη, του ‘θειαφιού’ από θειούχες 
πτητικές ενώσεις, της ‘βύνης’ από μικρού μοριακού βάρους αλκοόλες, αλδεΰδες και 
κετόνες (Dalgaard et al. 2003). Επίσης, η παραγωγή οργανικών οξέων από τα 
παραπάνω θετικά κατά Gram βακτήρια (B. thermosphacta και οξυγαλακτικά) έχει ως 
αποτέλεσμα την αύξηση της οξύτητας στο μέσο της ανάπτυξής τους όταν σε αυτό 
αποτελούν την κυρίαρχη αλλοιωγόνο σύνθεση (Dainty 1996). Αντίθετα, στην 
περίπτωση των Pseudomonas spp. και S. putrefaciens όπου παρατηρείται η παραγωγή 
πτητικών αζωτούχων βάσεων, πτητικών οξέων, η αύξηση της συγκέντρωσης 
αμινοξέων, η παραγωγή υδροθείου και άλλων (Miller et al. 1973a,b, Dainty et al. 1989, 
Drosinos & Nychas 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999), το αποτέλεσμα είναι η 
αύξηση του pH στο μέσο της ανάπτυξής τους.  
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Ο προσδιορισμός των διάφορων πτητικών ουσιών, συμπεριλαμβάνοντας και τα 
οργανικά οξέα, που παράγονται κατά τη διάρκεια της συντήρησης ενός αλιευτικού 
προϊόντος και ευθύνονται για τις διάφορες χαρακτηριστικές οσμές σε αυτό αποτελεί τη 
νέα τάση για μελέτη. Οι πτητικές ουσίες έχουν αρχίσει να μελετούνται για να 
χρησιμοποιηθούν για τον προσδιορισμό της αλλοίωσης διότι μεταβάλλονται σημαντικά 
μεταξύ της πρώτης ημέρας και της ημέρας απόρριψης κατά τη διάρκεια συντήρησης 
των αλιευμάτων (Joffraud et al. 2001, Jorgensen et al. 2001, Chung et al. 2002, Duflos 
et al. 2006, Edirisinghe et al. 2007, Soncin et al. 2008, Selli & Cayhan 2009, Iglesias et 
al. 2010). Για να χαρακτηρισθεί κάποια ουσία από αυτές ως χημικός δείκτης θα πρέπει 
να πληροί ορισμένες προϋποθέσεις όπως α) να βρίσκεται σε μικρή ή μηδενική 
συγκέντρωση στο τρόφιμο όταν αυτό είναι υψηλής ποιότητας β) να αυξάνεται η 
συγκέντρωσή του όσο προχωρά η αλλοίωση γ) να μην επηρεάζεται η συγκέντρωσή του 
από τη διαδικασία επεξεργασίας δ) να είναι προϊόν μεταβολισμού του ειδικού 
αλλοιωγόνου οργανισμού ε) η μέθοδος προσδιορισμού να είναι ταχεία, εύκολη και 
ακριβής (Fields et al. 1986). 
 
1.4. Μικροβιακές αλληλεπιδράσεις 
Η επιλογή των μικροοργανισμών κατά τη διάρκεια της αλλοίωσης δεν 
εξαρτάται μόνο από τις επικρατούσες περιβαλλοντικές συνθήκες αλλά και από τις 
μικροβιακές αλληλεπιδράσεις. Οι αλληλεπιδράσεις αυτές μπορεί να είναι είτε 
συνεργιστικές ή αλληλεπιδράσεις ανταγωνισμού μεταξύ των μικροοργανισμών.  
Στις συνεργιστικές αλληλεπιδράσεις, οι μικροοργανισμοί, κυρίως τα αρνητικά 
Gram βακτήρια, προσπαθούν να συντονίσουν την έκφραση ορισμένων φαινοτυπικών 
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χαρακτηριστικών (π.χ. υδρολυτικά ένζυμα) μέσω βακτηριακής επικοινωνίας με χημικά 
σήματα (Quorum sensing) (Fuqua et al. 1996, Eberl et al. 1999, Gram et al. 2002).    
Στις αλληλεπιδράσεις ανταγωνισμού, ο ανταγωνισμός για θρεπτικά όπως είναι η 
γλυκόζη και για χημικά συστατικά όπως είναι ο σίδηρος, επιδρούν στη φυσιολογική 
συμπεριφορά των μικροοργανισμών (Drosinos & Board 1994, Lambropoulou et al. 
1996, Drosinos et al. 1997, Gram & Dalgaard 2002). Τα οξυγαλακτικά βακτήρια, τα 
Pseudomonas sp.,  το S. putrefaciens και γενικότερα τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια 
διακρίνονται για τις ανταγωνιστικές τους ιδιότητες παράγοντας διάφορες ουσίες έναντι 
των υπολοίπων μικροοργανισμών κατά την αλλοίωση των ιχθυηρών. Τα οξυγαλακτικά 
παράγουν κυρίως βακτηριοσίνες (Adams & Nicolaides 1997), τα Pseudomonas sp. και 
το S. putrefaciens παράγουν κυρίως σιδηροφόρες ουσίες (Gram 1993, Gram 1994, 
Cheng et al. 1995, Laine et al. 1996), και γενικότερα, τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια 
παράγουν ουσίες όπως είναι η ΝΗ3 και η ΤΜΑ, οι οποίες δρουν τοξικά έναντι των 
υπολοίπων μικροοργανισμών. Ως αποτέλεσμα, οι μικροοργανισμοί αλληλεπιδρούν και 
επηρεάζει ο ένας την αύξηση του άλλου (Boddy & Wimpenny 1992).  
Οι Tsigarida et al. (2003) μελέτησαν την αύξηση και τη μεταβολική 
δραστηριότητα, συγκεκριμένα την παραγωγή οργανικών οξέων, των μικροοργανισμών 
S. putrfaciens, B. thermosphacta και Pseudomonas sp. σε μονοκαλλιέργειες και σε 
συγκαλλιέργειες σε μοντέλα υποστρώματα (gel cassettes) που περιείχαν 0,1 % γλυκόζη 
στους 5oC. Η αύξηση των Pseudomonas sp. βρέθηκε να ευνοεί την αύξηση του B. 
thermosphacta σε κοινή καλλιέργεια των Pseudomonas sp. - B. thermosphacta, ενώ 
αντίθετα βρέθηκε να εμποδίζει την αύξηση των S. putrefaciens σε κοινή καλλιέργεια 
των Pseudomonas sp. - S. putrefaciens. Παρόλο που τα αποτελέσματα αυτά συμφωνούν 
με τη βιβλιογραφία, έχει αποδειχθεί ότι η αύξηση και η μεταβολική δραστηριότητα των 
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μικροοργανισμών διαφέρει σημαντικά μεταξύ των εργαστηριακών υποστρωμάτων και 
του ιστού των ιχθύων (Koutsoumanis & Nychas 1999). Επομένως, η μελέτη της 
αύξησης των μικροοργανισμών σε υποστρωμάτα-μοντέλα τα οποία θα προσομοιάζουν, 
το δυνατότερον, τη σάρκα των ιχθύων, αποτελεί ανάγκη για τον επιτυχή προσδιορισμό 
της αλλοιωγόνου δυναμικής τους. 
 
1.5. Παθογόνοι μικροοργανισμοί στα αλιευτικά προϊόντα 
Τα αλιεύματα και τα προϊόντα τους είναι δυνατό να επιμολυνθούν με 
παθογόνους μικροοργανισμούς σε διάφορα στάδια της παραγωγικής αλυσίδας τους, με 
αποτέλεσμα να είναι επικίνδυνα για τη δημόσια υγεία. Η αύξηση ή όχι των παθογόνων 
μικροοργανισμών εξαρτάται από τους περιβαλλοντικούς παράγοντες αλλά και από τις 
αλληλεπιδράσεις με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς (Buchanan & Bagi 1999, 
Gram et al. 2002, Skandamis & Nychas 2002).  
Ορισμένα παθογόνα βακτήρια όπως τα C. botulinum type E, παθογόνα στελέχη 
Vibrio spp. και Aeromonas spp. απαντώνται φυσικώς στα υδάτινα οικοσυστήματα και 
άλλα όπως τα Clostridium botulinum type A, B και L. monocytogenes απαντώνται 
γενικότερα στο περιβάλλον (Huss et al 2000). Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορεί να 
βρεθούν και στους ιχθύες συνήθως σε χαμηλούς πληθυσμούς. Ορισμένα άλλα βακτήρια 
όπως τα Salmonella spp. και διάφορα άλλα εντερικά παθογόνα όπως τα Shigella spp., 
παθογόνα στελέχη του Escherichia coli, κ.ά. είναι δυνατόν να βρεθούν στα υδάτινα 
οικοσυστήματα και περαιτέρω στους ιχθύες από κόπρανα ανθρώπων και ζώων. 
Επιπλέον, μικροοργανισμοί όπως το L. monocytogenes, S. aureus, Bacillus cereus, C. 
perfrigens και εντερικά παθογόνα μπορεί να βρεθούν στα αλιευτικά προϊόντα κατά τη 
διάρκεια της επεξεργασίας τους (Feldhusen 2000). Τα παθογόνα βακτήρια ως επί το 
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πλείστον απαιτούν θερμοκρασίες μεγαλύτερες από 5 °C για την αύξησή τους. Επιπλέον, 
τα βακτήρια αυτά ανταγωνίζονται με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς οι οποίοι 
πολλαπλασιάζονται συγκριτικά πιο γρήγορα σε χαμηλές θερμοκρασίες (Tsigarida et al.. 
2000). Έτσι, τα επιμολυσμένα προϊόντα πιθανόν να αλλοιωθούν πριν από την 
παραγωγή της τοξίνης ή την αύξηση μεγάλου αριθμού παθογόνων. Όταν τα προϊόντα 
αυτά μαγειρευθούν εξαλείφεται σχεδόν ο κίνδυνος πρόκλησης τροφοδηλητηριάσεων 
(Feldhusen 2000). Οι μικροοργανισμοί της φυσικής μικροβιακής σύνθεσης είναι δυνατό 
να παρεμποδίσουν ή να ευνοήσουν την αύξηση των παθογόνων μικροοργανισμών (Jay 
1996, Tsigarida et al. 2000, Vold et al. 2000). Οι Tsigarida et al. (2000), μελετώντας 
την επίδραση της συσκευασίας σε κενό (vacuum packaging), σε ΜΑΡ (40%CO2/ 
30%O2/ 30%N2) και σε αέρα στην αύξηση / επιβίωση του L. monocytogenes σε ιστό 
βόειου κρέατος, αναφέρουν ότι όταν τα Pseudomonas spp. αποτελούν τον κυρίαρχο 
πληθυσμό (στην αερόβια συσκευασία και σε ΜΑΡ/ VP σε υψηλής διαπερατότητας 
φιλμ) ευνοείται η αύξηση του παθογόνου. Σε άλλες όμως συνθήκες (ΜΑΡ/VP με 
χαμηλής διαπερατότητας φιλμ) όπου ο κυρίαρχος πληθυσμός είναι το B. 
thermosphacta, δεν παρατηρείται αύξηση του παθογόνου.  
Το L. monocytogenes είναι ένα θετικό κατά Gram βακτήριο, αερόβιο και 
προαιρετικά αναερόβιο, η παρουσία του οποίου έχει αναφερθεί αρκετές φορές στα 
αλιεύματα (Jørgensen & Huss 1998, Gram 2001). Οι υψηλοί αριθμοί οξυγαλακτικών 
βακτηρίων αποτελούν τον σημαντικότερο παράγοντα που εμποδίζει την αύξηση του 
παθογόνου αυτού σε ιχθύες σολομού υπό κενό σε χαμηλές θερμοκρασίες (Dalgaard & 
Jørgensen 1998, Ghalfi et al. 2006, Nilsson et al. 1999, Brillet et al. 2004, Giménez & 
Dalgaard 2004, Nilsson et al. 2004).   
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Στις συσκευασίες των αλιευμάτων σε ΜΑΡ, η αύξηση του L. monocytogenes 
πολλές φορές δεν παρεμποδίζεται (Gibson & Davis 1995). Ωστόσο, έχει αναφερθεί ότι 
η προσθήκη πρόσθετων εμποδίων όπως είναι τα φυσικά ή/και τα χημικά συντηρητικά 
αποτελούν αποτελεσματική λύση στο παραπάνω πρόβλημα.  
 
1.6. Συντήρηση νωπών ιχθύων 
Εξαιτίας των αλλαγών στον τρόπο ζωής, οι καταναλωτές αναζητούν τρόφιμα 
υψηλής ποιότητας, ασφαλή, χωρίς χημικά συντηρητικά, εύκολα στην χρήση και με όσο 
το δυνατό μεγαλύτερο εμπορικό χρόνο ζωής (Smid & Gorris 1999). Προκειμένου να 
ικανοποιηθούν οι απαιτήσεις των καταναλωτών, η διατήρηση των ποιοτικών 
χαρακτηριστικών ενός νωπού αλιευτικού προϊόντος από μικροβιολογικής μεριάς 
ελέγχεται κυρίως με τη μείωση της θερμοκρασίας και με την αποθήκευση σε σύσταση 
ατμόσφαιρας διαφορετικής του αέρα (ΜΑΡ), ενώ η προσθήκη και άλλων εμποδίων, 
όπως είναι οι αντιμικροβιακές ουσίες, εξετάζεται ως μελλοντική πρακτική (Sikorski 
1990, Ashie et al. 1996, Sivertsvik et al. 2002).    
 
1.6.1. Συντήρηση σε συσκευασία αέρα   
Η διάρκεια ζωής των νωπών ιχθύων εξαρτάται κυρίως από το μέγεθος του 
αρχικού μικροβιακού πληθυσμού (Brownsell et al. 1989) και από τη θερμοκρασία 
αποθήκευσης (Pastoriza et al. 1996). Η αποθήκευση σε χαμηλές θερμοκρασίες και 
ειδικότερα στον πάγο, αποτελεί έναν από τους πιο κοινούς τρόπους συντήρησης των 
ιχθύων (Kyrana et al. 1997). Πληθώρα πειραμάτων έχουν πραγματοποιηθεί με σκοπό 
την εκτίμηση του χρόνου ζωής των ιχθύων σύμφωνα με τις οργανοληπτικές, 
μικροβιολογικές και χημικές μεταβολές που λαμβάνουν χώρα κατά τη διάρκεια 
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συντήρησής τους σε θερμοκρασίες ψύξης (Πίν. 1.1). Στον Πίνακα 1.1 παρουσιάζεται ο 
εκτιμούμενος χρόνος ζωής των ιχθύων, ιδιαίτερα των ιχθύων της Μεσογείου, όπως 
είναι η τσιπούρα (Sparus aurata) και το λαβράκι (Dicentrarchus labrax). Η διάρκεια 
ζωής των ιχθύων τσιπούρας κατά τη διάρκεια συντήρησής τους στον πάγο, κυμαίνεται 
συνήθως από 15 έως 18 ημέρες, ενώ του λαβρακιού από 11 έως 15 ημέρες (Πίν. 1.1). Ο 
μεγαλύτερος χρόνος ζωής παρατηρήθηκε στο σολομό (Salmo salar) από τη Β. Ευρώπη 
όπου ο χρόνος ζωής εκτιμάται σε 20 ημέρες. Ο χρόνος ζωής μειώνεται σημαντικά με 
την αύξηση της θερμοκρασίας. 
Η θερμοκρασία των υδάτων από όπου αλιεύονται οι ιχθύες επιδρά σημαντικά 
στη διάρκεια του χρόνου ζωής τους (Sumner et al. 1986). Οι ιχθύες των τροπικών 
κλιμάτων που συντηρούνται σε πάγο παρουσιάζουν μεγαλύτερη διάρκεια ζωής από 
αυτή των ιχθύων των ψυχρότερων κλιμάτων (Disney 1976, Shewan 1977, Lima dos 
Santos 1981, Gram 1989). Στο παρελθόν έχει αναφερθεί ότι η διατηρησιμότητα 
ιχθυηρών από την ανατολική Αφρική ξεπερνά τις τρεις εβδομάδες (Disney et al. 1969). 
Το γεγονός αυτό μπορεί να εξηγηθεί σύμφωνα με το ότι η μικροβιακή σύνθεση των 
ιχθύων που προέρχονται από τροπικά κλίματα αποτελείται από μικρότερο αριθμό 
ψυχρόφιλων ή ψυχρότροφων μικροοργανισμών από ότι η μικροβιακή σύνθεση των 
ιχθύων από τα ψυχρότερα κλίματα (Shewan 1977). Η μικροβιακή σύνθεση των ιχθύων 
που προέρχονται από τα ψυχρά ύδατα αποτελείται κυρίως από ψυχρότροφους 
αρνητικούς κατά Gram μικροοργανισμούς, οι οποίοι πιθανόν δεν υπόκεινται θερμικό 
σοκ με την τοποθέτηση των ιχθύων στον πάγο, με αποτέλεσμα να προσαρμόζονται 
συντομότερα από αυτούς που εποικούν στους ιχθύες των τροπικών κλιμάτων, να  
εμφανίζουν υψηλότερους ρυθμούς αύξησης και τελικά ορισμένοι από αυτούς να 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
17 
 
φθάνουν συντομότερα σε αριθμητικά επίπεδα που χαρακτηρίζουν την αλλοίωση (Ward 
& Bai 1988, Ashie et al. 1996).   
 
1.6.2. Συντήρηση σε συσκευασία ΜΑΡ 
 Παράλληλα με την αποθήκευση των ιχθύων σε χαμηλές θερμοκρασίες, έχουν 
αναπτυχθεί άλλες τεχνολογίες με σκοπό την διατήρηση της ποιότητας και την επέκταση 
του εμπορικού χρόνου ζωής των τροφίμων. Μεταξύ αυτών των τεχνολογιών, η 
συσκευασία σε ΜΑΡ έχει υιοθετηθεί από ένα μεγάλο αριθμό Βιομηχανιών Τροφίμων 
στην Ευρώπη (Davies 1995), καθώς είναι αποδεδειγμένο ότι αποτελεί μία από τις πιο 
σημαντικές μεθόδους συντήρησης των αλιευτικών προϊόντων, η οποία σε συνδυασμό 
με θερμοκρασίες ψύξης είναι ικανή να επιμηκύνει τον εμπορικό χρόνο ζωής του 
προϊόντος (Πίν. 1.2). Τα αέρια που συνθέτουν την  ατμόσφαιρα ΜΑΡ είναι το CO2, το 
O2 και το N2. Το CO2 χρησιμοποιείται συνήθως σε υψηλή συγκέντρωση εξαιτίας της 
βακτηριοστατικής δράσης του. Η χρήση του CO2 στις συσκευασίες ΜΑΡ επιμηκύνει 
σημαντικά τη φάση προσαρμογής και μειώνει τον ειδικό ρυθμό αύξησης των 
μικροοργανισμών σε αντίθεση με τη συσκευασία αέρα σε χαμηλές θερμοκρασίες 
(Farber 1991, Noseda et al. 2012). Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η επιμήκυνση του 
εμπορικού χρόνου ζωής του προϊόντος. Ο εμπορικός χρόνος ζωής των αλιευτικών 
προϊόντων σε ΜΑΡ είναι δυνατόν να αυξηθεί από μερικές ημέρες έως και μία εβδομάδα 
ή/και περισσότερο (Pastoriza et al. 1998). Οι Pastoriza et al. (1998) αναφέρουν ότι ο 
χρόνος ζωής φιλέτων μπακαλιάρου (Merluccius merluccius) στους 0 oC ήταν 7 ημέρες 
κατά τη συντήρησή τους υπό αερόβιες συνθήκες (Πίν. 1.1) και 14 ημέρες κατά τη 
συντήρησή τους υπό συνθήκες ΜΑΡ (50% CO2 5% O2 45% N2) (Πίν.1.2), γεγονός που 
δείχνει ότι ο χρόνος ζωής αυξήθηκε 100% με τη χρήση του ΜΑΡ. Το O2, το οποίο 
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ευνοεί την αύξηση των αερόβιων μικροοργανισμών που ευθύνονται για την αλλοίωση 
των αλιευμάτων, χρησιμοποιείται σε χαμηλά επίπεδα (Sivertsvik et al. 2002). Το N2 
είναι αδρανές αέριο και δεν επιδεικνύει αντιμικροβιακή δράση. Στη συσκευασία ΜΑΡ 
όμως, αντικαθιστά πολλές φορές το O2 επιβραδύνοντας την οξειδωτική τάγγιση και 
παρεμποδίζοντας την αύξηση των αερόβιων μικροοργανισμών (Sivertsvik et al. 2002).  
 Η χρήση του CO2 σε αρκετά υψηλή αναλογία και η έλλειψη O2 μπορεί να 
αποτελέσει απειλή για τον καταναλωτή διότι επιτρέπει, υπό συγκεκριμένες συνθήκες 
συντήρησης, την αύξηση του υποχρεωτικά αναερόβιου παθογόνου βακτηρίου 
Clostridium botulinum. Η χρήση του O2 είναι απαραίτητη για την παρεμπόδιση της 
αύξησης του παθογόνου αυτού βακτηρίου (Lannelongue et al. 1982). Το CO2 ακόμη 
και σε συγκέντρωση 5-10% είναι δυνατόν να αναστείλει την αύξηση των αερόβιων 
βακτηρίων, τα οποία αναπτύσσονται στα αλιεύματα σε θερμοκρασίες ψύξης και είναι 
υπεύθυνα για την αλλοίωση στις συνθήκες αυτές (Dainty 1971). Σύμφωνα με Davies 
(1997), η συσκευασία σε ΜΑΡ αν και είναι δυνατόν να επιμηκύνει τον εμπορικό χρόνο 
ζωής ενός αλιευτικού προϊόντος, παράλληλα μπορεί να επιτρέψει την αύξηση 
παθογόνων μικροοργανισμών σε επίπεδα μεγαλύτερα από εκείνα που παρατηρούνται 
σε αερόβιες συνθήκες συντήρησης. Το φαινόμενο αυτό πιθανόν να οφείλεται στο 
γεγονός ότι οι παθογόνοι μικροοργανισμοί είναι δυνατό να αναπτύξουν 
προσαρμοστικότητα σε αντίξοα περιβάλλοντα (Davies 1997, Farber 2001, Skandamis 
& Nychas 2002). Η χρήση πρόσθετων εμποδίων όπως είναι τα φυσικά συντηρητικά ή 
άλλες νεοεμφανιζόμενες τεχνολογίες αποτελούν σημαντικά υποσχόμενα όπλα για την 
αντιμετώπιση των παραπάνω προβλημάτων.   
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1.6.3. Χρήση Αντιμικροβιακών συστημάτων ως πρόσθετα εμπόδια 
Η προσθήκη φυσικών ή χημικών συντηρητικών στα τρόφιμα πολλές φορές 
αποτελεί έναν επιπλέον τρόπο παρεμπόδισης της αύξησης των αλλοιωγόνων ή/και των 
παθογόνων μικροοργανισμών με αποτέλεσμα την επέκταση του εμπορικού χρόνου 
ζωής ή/και τη διασφάλιση της ποιότητας (Skandamis & Nychas 2002, Skandamis et al. 
2002a,b, Gutierrez et al. 2008, Karabagias et al. 2011, Khanjari et al. 2013).  
Τα χημικά συντηρητικά που χρησιμοποιούνται για τη συντήρηση των τροφίμων 
είναι κυρίως το βενζοϊκό, οξικό, σορβικό, γαλακτικό, προπιονικό οξύ και τα άλατά 
τους, καθώς και τα νιτρικά, νιτρώδη και θειώδη άλατα. Τα φυσικά συντηρητικά που 
χρησιμοποιούνται για τη βιοσυντήρηση των τροφίμων είναι τα αιθέρια έλαια όπως 
ρίγανη, μέντα, γαρύφαλλο, κανέλλα, οι βακτηριοσίνες όπως η νισίνη και οι 
προστατευτικές καλλιέργειες όπως τα οξυγαλακτικά βακτήρια.  
Η χρήση των φυσικών αντιμικροβιακών ουσιών από φυτά, όπως τα αιθέρια 
έλαια, παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον λόγω της αντιμικροβιακής αλλά και 
αντιοξειδωτικής τους δράσης (Nychas et al. 2003). Η χρήση ρίγανης, ιδιαίτερα, έχει 
βρεθεί να επιδρά σημαντικά στην αύξηση των εντεροβακτηρίων, οξυγαλακτικών, B. 
cereus και Pseudomonas spp. σε έτοιμα προς κατανάλωση λαχανικά (Gutierrez et al. 
2008), στην αύξηση του Salmonella Τyphimurium και των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
σε κρέας αποθηκευμένο υπό διάφορες ατμόσφαιρες σε ψύξη (Skandamis et al. 2002a), 
στην αύξηση των S. Enteritidis PT4 και Escherichia coli O157:H7 NCTC12900 σε 
ταραμοσαλάτα και μελιτζανοσαλάτα (Skandamis et al. 2002b). Επιπλέον, η χρήση 
συντηρητικών φυτικής και ζωικής προέλευσης όπως η ρίγανη και η χιτοζάνη 
αντίστοιχα, καθώς και ο συνδυασμός αυτών, επιδρούν στην αύξηση των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα αλιεύματα επιμηκύνοντας σημαντικά τον εμπορικό χρόνο ζωής 
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τους (Vatavali et al. 2012). Ο συνδυασμός των δύο αυτών ουσιών βρέθηκε να επιδρά 
και στην αύξηση του L. monocytogenes σε φιλέτα κοτόπουλου (Khanjari et al. 2013). 
Παρόλα αυτά, η χρήση των αιθέριων ελαίων στα τρόφιμα είναι σχετικά περιορισμένη 
λόγω της οσμής τους η οποία επιδρά σημαντικά στις οργανοληπτικές ιδιότητες του 
τροφίμου ειδικά εάν χρησιμοποιηθούν σε συγκεντρώσεις όπου επιδεικνύουν σημαντική 
αντιμικροβιακή δράση (Nychas et al. 2003).  
Οι βακτηριοσίνες όπως είναι η νισίνη αποτελούν έναν άλλο αποτελεσματικό 
τρόπο έναντι της αύξησης των αλλοιωγόνων και παθογόνων μικροοργανισμών στα 
αλιεύματα (Luo & Pan 2004, Thomas & Delves-Broughton 2005) και στα τρόφιμα 
γενικότερα (Boziaris et al. 1998, Boziaris & Adams 1999, 2000). Επιπλέον, βακτήρια 
τα οποία παράγουν βακτηριοσίνες, όπως είναι τα στελέχη Carnobacterium divergens 
V41 και Carnobacterium piscicola V1 (Carnobacterium maltaromaticum) των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων, έχουν προταθεί ότι μπορούν να χρησιμοποιούνται ως 
προστατευτικές καλλιέργειες έναντι του L. monocytogenes στα αλιεύματα (Brillet et al. 
2004).  
Η προσθήκη των αλάτων οργανικών οξέων παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον στα 
τρόφιμα λόγω της αντιμικροβιακής (Zhuang et al. 1996, Al-Dagal & Bazaraa 1999, 
Thomas 2000, Sallam 2007, FDA 2009) και αντιοξειδωτικής τους δράσης (Lee et al. 
2005). Τα άλατα σορβικό κάλιο, βενζοϊκό νάτριο και διοξικό νάτριο έχουν εγκριθεί ως 
συντηρητικά τροφίμων (Surekha & Reddy 2000). Έχει αναφερθεί ότι η δράση των 
αλάτων αυτών επιμηκύνει τον εμπορικό χρόνο ζωής ή/και παρεμποδίζει την αύξηση 
του L. monocytogenes ή/και του Salmonella στο κοτόπουλο (González-Fanzos & 
Dominguez, 2007, Economou et al. 2009), στο κρέας (Zhang & Mustapha 1999, 
Ariyapitipun et al. 2000) και στα αλιεύματα (Neetoo et al. 2008, Wan Norhana et al. 
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2012). Οι Wan Norhana et al. (2012) αναφέρουν ότι τα άλατα αυτά σε συνδυασμό ή όχι 
με νισίνη και EDTA επιδρούν στην αύξηση του L. monocytogenes και της ενδογενούς 
μικροβιακής σύνθεσης σε γαρίδες που μετά την εμβάπτισή τους αποθηκεύθηκαν σε 
συσκευασία κενού στους 4οC. Η επίδραση των αλάτων αυτών στη μικροβιακή σύνθεση 
αλλά και στην αύξηση των παθογόνων μικροοργανισμών στα αλιεύματα είναι ελάχιστα 
γνωστή (Neetoo et al. 2008, Wan Norhana et al. 2012). Επιπλέον, ελάχιστη είναι η 
γνώση της επίδρασης και άλλων αλάτων οργανικών οξέων όπως το οξικό νάτριο, 
γαλακτικό νάτριο και κιτρικό νάτριο στην τύχη των μικροοργανισμών στα αλιεύματα 
(Zhuang et al. 1996, Boskou & Debevere 2000, Sallam 2007).      
Η επίδραση των συνθηκών επεξεργασίας και συντήρησης στην 
τύχη/συμπεριφορά των μικροοργανισμών είναι πρωτεύοντος σημασίας για την 
παραγωγή και διάθεση ποιοτικών και υγιεινών αλιευμάτων. Η εφαρμογή των 
διαφορετικών μεθόδων συντήρησης απαιτεί διαρκή παρακολούθηση των συνθηκών και 
εις βάθος γνώση της ποσοτικής συσχέτισης αυτών των συνθηκών με τους 
αναπτυσσόμενους μικροβιακούς πληθυσμούς και κατ’ επέκταση με το χρόνο ζωής και 
την ασφάλεια των αλιευμάτων.   
 
1.7. Σκοπός της Διδακτορικής Διατριβής 
Το αντικείμενο της διδακτορικής διατριβής είναι  
1. Ο προσδιορισμός της επικρατούσας μικροβιακής σύνθεσης των υπό εξέταση 
προϊόντων υπό διαφορετικές συνθήκες συντήρησης με χρήση κλασσικών και  μοριακών 
(καλλιεργητικών και μη καλλιεργητικών) τεχνικών. Συγκεκριμένα, η ταυτοποίηση 
βακτηρίων του ολικού μικροβιακού πληθυσμού με ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA 
και αλληλούχιση (sequencing) σε απομονωμένες αποικίες μικροοργανισμών από τα 
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τρυβλία (μοριακές-καλλιεργητικές τεχνικές) και διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης 
με ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA, κλωνοποίηση και αλληλούχιση σε προκαρυωτικό 
DNA απευθείας από τη σάρκα των ιχθύων (μοριακές-μη καλλιεργητικές τεχνικές).   
2. Η μελέτη των παραγόμενων μεταβολικών προϊόντων απο τους αλλοιωγόνους 
μικροοργανισμούς (ολικό πτητικό άζωτο, τριμεθυλαμίνη, βιογενείς αμίνες, πτητικοί 
μεταβολίτες συμπεριλαμβάνοντας τα οργανικά οξέα) με κλασσικές και μοντέρνες 
(συσκευή προσδιορισμού ολικού πτητικού αζώτου, φασματοφωτόμετρο, HPLC, GC-
MS SPME) κατά περίπτωση χημικές αναλύσεις με σκοπό να αξιολογηθούν ως πιθανοί 
χημικοί δείκτες αλλοίωσης. 
3. Η αποσαφήνηση των αλληλεπιδράσεων μεταξύ του αλλοιωγόνου μικροβιακού 
πληθυσμού και του παθογόνου μικροοργανισμού Listeria monocytogenes.  
4. Η μελέτη της αλλοιωγόνου μικροβιακής αλληλουχίας καθώς και η τύχη (αύξηση-
επιβίωση-αδρανοποίηση) του L. monocytogenes υπό την επίδραση κιτρικών αλάτων σε 
πραγματικά αλιευτικά προιόντα σε διαφορετικές συνθήκες συνθήκες συντήρησης. 
Η διατριβή αυτή έχει ως γενικό στόχο μια ολοκληρωμένη προσέγγιση στο θέμα 
ποιότητα και ασφάλεια των ελληνικών αλιευμάτων και συγκεκριμένα της τσιπούρας. Η 
διερεύνηση της ύπαρξης και άλλων μικροοργανισμών που πιθανόν να συμμετέχουν 
στην αλλοίωση, η μελέτη των παραγόμενων μικροβιακών μεταβολιτών και οι 
μεταβολές της μικροβιακής αλληλουχίας καθώς και η τύχη του L. monocytogenes λόγω 
της επίδρασης διαφορετικών συνθηκών κατά την αποθήκευση και των μικροβιακών 
αλληλεπιδράσεων θα βοηθήσει στην εξαγωγή συμπερασμάτων τα οποία θα έχουν 
επιστημονική σημασία και πρακτική εφαρμογή, ώστε να βοηθηθεί η Ελληνική 
Βιομηχανία στο να παρέχει προϊόντα ασφαλέστερα και με μεγαλύτερο εμπορικό χρόνο 
ζωής. 
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Πίνακας 1.1. Διάρκεια ζωής των ιχθυηρών κατά τη συντήρησή τους υπό αερόβιες συνθήκες σε 











0 (Πάγος) 17 Kyrana et al. 1997 
0 (Πάγος ) 15 
Huidobro et al. 2000 
Cakli et al. 2007 
0 (Πάγος ) 18 Ozogul et al. 2007 
0 (Πάγος) 16 
Lougovois et al. 2003 









0 (Πάγος) 12-13 Taliadorou et al. 2003 
0 (Πάγος) 15-16 
Kyrana & Lougovois 
2002 
0 (Πάγος ) 15 Cakli et al. 2007 
0 9 







0 (Πάγος) 8 
Papadopoulos et al. 
2003 
Λαβράκι, φιλέτο 0 (Πάγος ) 8-9 Taliadorou et al. 2003 




Sivertsvik et al. 2003 
4 7 
Σολομός   0 (Πάγος) 20 Sveinsdottir et al. 2002 
Μπακαλιάρος, φιλέτο 
4 1,96 
Corbo et al. 2005 8 1,76 
12 1,54 
Κολιός  
3 8 Stamatis & Arkoudelos 
2007 6 7 
Καλκάνι εκτροφής  0 (Πάγος ) 19 Rodriguez et al. 2003 
Καλκάνι   0 (Πάγος) 
12-15 
 
Ozogul et al. 2006 
Σκουμπρί  0 (Πάγος ) 10 
Tzikas et al. 2007 









Σκουμπρί  4±1 1 
Mol et al. 2007 
Μπακαλιάρος  4±1 2 
Γαύρος  4±1 2 
Ιριδίζουσα πέστροφα 4±1 3 
Κολιός  4 9 Erkan et al. 2007 
Τόνος  0 12 Guizani et al. 2005 
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Ευρωπαϊκό  χέλι  
0 (Πάγος) 12-14 
Ozogul et al. 2005 
3±1 5-7 
Σαρδέλα  4 3 Ozogul et al. 2004 
Χορτοφάγος κυπρίνος  0 (Πάγος ) 13-16 Scherer et al. 2006 
Μύδια  4 8-9 Goulas et al. 2005 
Κοτσομούρα  4 6 Pournis et al. 2005 
Γατόψαρο, φιλέτο 4 7 Noseda et al. 2012 
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Πίνακας 1.2 Διάρκεια ζωής των ιχθυηρών από τα ύδατα της ψυχρής και της εύκρατης ζώνης 
κατά τη συντήρησή τους υπό συνθήκες ΜΑΡ σε διάφορες θερμοκρασίες συντήρησης.   
Προϊόν 
Ατμόσφαιρα % 









60 : 10 : 30 
60 : 20 : 20 
60 : 30 : 10 






50 : 5 : 45 0 14 





60 : 0 : 40 -2 24 
Sivertsvik et al. 
2003 60 : 0 : 40 4 10 
Μπακαλιάρος, 
φιλέτο 
30 : 5 : 65 
 
4 5,42 
Corbo et al. 
2005 
20 : 80 : 0 4 2,62 
30 : 5 : 65 
 
8 4,99 
20 : 80 : 0 8 2,62 





20 : 80 : 0 12 1,02 
Μύδια  
50 : 0 : 50 
 
2±1 5 
Caglak et al. 
2008 80 : 0 : 20 2±1 8 
65 : 0 : 35 2±1 8 
50 : 0 : 50 
40 : 30 : 30 
4 11-12 
Goulas et al. 
2005 80 : 0 : 20 4 14-15 
 4  
Κολιός  
50 : 0 : 50 3 12 Stamatis & 
Arkoudelos 
2007 
50 : 0 : 50 6  10 
Λαβράκι, 
απεντερωμένο 
50 : 30 : 20 3 9 
Torrieri et al. 
2006 
Κοτσομούρα  
20 : 10 : 70 
60 : 10 : 30 
4 8 Pournis et al. 
2005 
40 : 10 : 50 4 10 
Λαβράκι, 
φιλέτο 
60 : 0 : 40 
60 : 10 : 30 
60 : 20 : 20 
4 18 
Masniyom et al. 
2002 80 : 0 : 20 
80 : 10 : 10 




35 : 5 : 60 2 6 
Erkan et al. 
2006 
70 : 5 : 25 2 8 
70 : 5 : 25 4 12 
60 : 0 : 40 4 12 
Ozogul et al. 
2004 
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50 : 0 : 50 4 12 Noseda et al. 
2012 50 : 50 : 0 4 14 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
2.1 Μικροβιολογικά υλικά και χημικά αντιδραστήρια  
Τα μικροβιολογικά υλικά προέρχονταν από την LAB M (Lancashire, UK), εκτός 
από το STAA (streptomycin sulphate, thallus acetate, cycloheximide actidione agar) το 
οποίο προέρχονταν από την Biolife Italiana srl (Milano, Italy). Το Iron Agar (IA) 
προετοιμάσθηκε σύμφωνα με τους Gram et al. (1987) και περιείχε τα παρακάτω: 
peptone 20 g l
-1
, meat extract 3.0 g, yeast extract 3.0 g l
-1
, ferric citrate 3.0 g l
-1
, sodium 
thiosulphate 0.3 g l
-1
, NaCl 5 g, L-cysteine 0.6 g l
-1
, agar 14 g l
-1
. Το pH ρυθμίσθηκε 
στο 7.4. Τα χημικά αντιδραστήρια προέρχονταν από την Sigma-Aldrich (Steinheim, 
Germany). 
 
2.2 Απαρίθμηση μικροβιακών πληθυσμών  
Οι μικροοργανισμοί που απαριθμήθηκαν ήταν α) Ολικός Μικροβιακός 
Πληθυσμός σε TSA (Tryptone Soy Agar) μετά από επώαση των τρυβλίων στους 25οC 
για 48-72 ώρες, β) βακτήρια που παράγουν H2S σε IA, με καταμέτρηση μόνο των 
μαύρων αποικιών, μετά από επώαση των τρυβλίων στους 25οC για 72 ώρες, γ) 
Enterobacteriaceae σε VRBGA (Violet Red Bile Glucose Agar) με καταμέτρηση των 
μωβ αποικιών με δακτύλιο, μετά από επώαση στους 37ο C για 24 ώρες, δ) 
Οξυγαλακτικά βακτήρια σε MRS Agar (Mann, Rogosa, Sharpe agar), με καταμέτρηση 
των αποικιών, μετά από επώαση στους 25οC για 72 ώρες, ε) Pseudomonas spp. σε CFC 
Pseudomonas Agar (Cetrimide-Fucidin-Cephaloridine agar) με καταμέτρηση των 
αποικιών, μετά από επώαση στους 25οC για 48 ώρες και ζ) B. thermosphacta σε STAA 
Agar (Streptomycin Sulfate Thallous Acetate Agar) με καταμέτρηση των αποικιών 
κίτρινου χρώματος μετά από επώαση στους  25οC για 48-72 ώρες. Η απαρίθμηση του L. 
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monocytogenes πραγματοποιήθηκε σε Palcam agar και επώαση στους 37°C για 24 
ώρες. 
Η απαρίθμηση των μικροοργανισμών των Enterobacteriaceae και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων πραγματοποιήθηκε με την τεχνική της ενσωμάτωσης, ενώ 
του Ολικού Μικροβιακού Πληθυσμού, Pseudomonas spp., B. thermosphacta και του L. 
monocytogenes με την τεχνική της επίστρωσης. 
  
2.3 Προσδιορισμός κινητικών παραμέτρων 
Οι κινητικές παράμετροι των πληθυσμών υπολογίσθηκαν χρησιμοποιώντας το 
πρωτογενές μοντέλο του Baranyi. Οι παράμετροι αυτές ήταν: η φάση προσαρμογής 
(lag time), ο μέγιστος ειδικός ρυθμός αύξησης (μmax) και ο τελικός μικροβιακός 
πληθυσμός (Νmax). Η προσαρμογή των δεδομένων που απαριθμήθηκαν κατά την 
πειραματική διαδικασία στο μοντέλο του Baranyi έγινε με τη χρήση του λογισμικού 
προγράμματος Dmfit (Institute of Food Research, Reading, UK) (Baranyi & Roberts 
1994).    
 
2.4 Στατιστική επεξεργασία 
Για τον έλεγχο των διαφορών μεταξύ των μέσων όρων των μικροβιακών 
πληθυσμών πραγματοποιήθηκε χρησιμοποιώντας τα υπολογιστικά φύλλα Excel ή το 
STATISTICA 6.0 ανάλογα την περίπτωση, με επίπεδο σημαντικότητας p 0.05. 
 
2.5. Οργανοληπτική αξιολόγηση  
Η οργανοληπτική αξιολόγηση για τους ολόκληρους ιχθύες έγινε βάση των 
κριτηρίων που περιγράφονται στο Multilingual Guide to EU Freshness Grades for 
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Fishery Products (Howgate et al. 1992) (Πίν. 2.1). Για τα φιλέτα, έγινε αξιολόγηση των 
χαρακτηριστικών εμφάνιση, συνεκτικότητα, οσμή κατά ISO 8586-1 (1983) (Πίν. 2.2). 
Η οργανοληπτική εξέταση πραγματοποιούνταν σε κάθε δειγματοληψία πριν την έναρξη 
των αναλύσεων. Οι κριτές (panel) αποτελούνταν από πέντε (5) άτομα. Κάθε προϊόν 
απορρίπτονταν όταν οι τρεις (3) από τους πέντε (5) κριτές το αξιολογούσαν ως 
ακατάλληλο (υποβαθμισμένο αλλά μη αποδεκτό) για κατανάλωση. Η βαθμολογία για 
κάθε χαρακτηριστικό προέκυψε από τους μέσους όρους των πέντε (5) κριτών. 
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Γκρίζα – καφέ, 
αποχρωματισμένα, 
βλέννα θολή 
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Πίνακας 2.2 Κριτήρια αρεσκείας για την αξιολόγηση της ποιότητας με τις αισθήσεις σε 
φιλέτα ιχθύος τσιπούρας 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. Διερεύνηση μικροβιακής σύνθεσης ολόκληρων ιχθύων 




Για την κατανόηση της διαδικασίας της αλλοίωσης πρωταρχική ανάγκη είναι ο 
προσδιορισμός των ‘πραγματικών’ αλλοιωγόνων μικροοργανισμών. Όπως ήδη έχει 
αναφερθεί (βλέπε Κεφ. 1) οι κλασσικές τεχνικές δεν είναι πάντοτε ικανές να 
περιγράψουν την πραγματική μικροβιακή σύνθεση ενός τροφίμου με αποτέλεσμα 
ορισμένοι μικροοργανισμοί οι οποίοι μπορεί να παίζουν καθοριστικό ρόλο στην 
αλλοίωση, να μην μπορούν να προσδιορισθούν και έτσι να μη λαμβάνονται υπόψη.  
Οι παραδοσιακές τεχνικές που χρησιμοποιούνται για την ταυτοποίηση των 
μικροοργανισμών παρέχουν πολλές φορές ελλειπή αποτελέσματα (Baumann et al. 
1972, Molin και Ternstrom 1986, Christensen et al. 1994). Η χρήση φαινοτυπικών 
δοκιμών (μορφολογικές, βιοχημικές) σε καθαρές καλλιέργειες δεν επαρκεί για την 
ταυτοποίηση των μικροοργανισμών κυρίως εξαιτίας της χαμηλής διακριτικής τους 
ικανότητας. Αντίθετα, οι μοριακές τεχνικές έχουν αναγνωρισθεί ως το πιο χρήσιμο 
εργαλείο για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών στα τρόφιμα (Martinez et al. 
2011). Οι μικροοργανισμοί που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά μπορούν εύκολα να 
απομονωθούν και να ταυτοποιηθούν με αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA 
λαμβάνοντας μόνο μία μικρή ποσότητα DNA. Ωστόσο, αρκετοί σημαντικοί 
μικροοργανισμοί αδυνατούν να αναπτυχθούν σε ορισμένα θρεπτικά υλικά γενικής 
χρήσης (Broekaert et al. 2011). Οι μοριακές μη καλλιεργητικές τεχνικές αποτελούν την 
εναλλακτική προσέγγιση για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα τρόφιμα 
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συμπεριλαμβάνοντας και τους μικροοργανισμούς που διαφεύγουν των καλλιεργητικών 
τεχνικών (Olofsson et al. 2007, Schirmer et al. 2009, Rasolofo et al. 2010). 
Τα τελευταία χρόνια σχετικά ελάχιστες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί με την 
εφαρμογή των μοριακών τεχνικών, ιδιαίτερα με αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA, 
για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα. Οι Hovda et al. (2007a,b) 
με εφαρμογή της τεχνικής DGGE διερεύνησαν την αλλοιωγόνο μικροβιακή σύνθεση 
ιχθύων βακαλάου του Ατλαντικού (Hippoglossus hippoglossus) και μπακαλιάρου του 
Ατλαντικού (Gadus morhua), αντίστοιχα. Τα P. phosphoreum, Pseudomonas spp. και 
B. thermosphacta βρέθηκε να αποτελούν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους 
μικροοργανισμούς στους ιχθύες H. hippoglossus που συσκευάσθηκαν σε ατμόσφαιρα 
αέρα και σε ΜΑΡ (CO2:N2, CO2:O2, 50%:50%) και αποθηκεύθηκαν στους 4 
ο
C. Η 
εικόνα των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών βρέθηκε να είναι λίγο διαφορετική στην 
περίπτωση του ιχθύος G. morhua, υπό τις ίδιες συνθήκες ατμόσφαιρας στους 0 °C. Τα 
Pseudomonas spp. βρέθηκε να αποτελούν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό στην 
συσκευασία 50%CO2:50%O2, ενώ τα Photobacterium spp., S. putrefaciens και 
Pseudomonas spp. στην ατμόσφαιρα αέρα και 50%CO2:50%N2. Οι Macé et al. (2012) 
εφαρμόζοντας την TGGE σε καθαρές καλλιέργειες μικροοργανισμών που 
απομονώθηκαν από τα υλικά LH, Elliker medium, IA, STAA, Caso/VRBGA καθώς και 
σε DNA που προέκυψε από απευθείας εκχύλιση από φιλέτο σολομού (Salmo salar) 
μετά από συντήρηση σε συσκευασία κενού και σε MAP (50% CO2/50% N2), 
αναφέρουν ότι η αρχική μικροβιακή σύνθεση αποτελούνταν κυρίως από Pseudomonas 
spp., ενώ τα P. phosphoreum και Lactobacillus piscium αποτελούσαν τους κυρίαρχους 
μικροοργανισμούς στο χρόνο απόρριψης. Οι Jaffrès et al. (2009) διερεύνησαν την 
αλλοιωγόνο μικροβιακή σύνθεση γαρίδων στους 5 °C και 15 °C εφαρμόζοντας 
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κλασσικές και μοριακές τεχνικές. Οι τεχνικές αυτές εφαρμόσθηκαν σε καλλιέργειες που 
απομονώθηκαν μετά από καταμέτρηση του Ολικού Μικροβιακού Πληθυσμού σε LH 
και IA. Η διερεύνηση ολοκληρώθηκε με TGGE σε DNA που προέκυψε απευθείας από 
τη σάρκα αποφλοιωμένων και μαγειρεμένων τροπικών γαρίδων. Τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια, όπως είδη των Carnobacterium (C. divergens, C. maltaromaticum, C. 
alterfunditum/pleistocenium), τα Vagococcus (V. carniphilus/fluvialis), καθώς και των 
Enterococcus (E. faecalis and E. faecium) αποτέλεσαν τους κυρίαρχους 
μικροοργανισμούς. Επίσης, το B. thermosphacta και τα Enterobacteriaceae (κυρίως 
Serratia liquefaciens) βρέθηκαν ανάμεσα στις υπόλοιπες ομάδες που αποτελούσαν την 
κυρίαρχη μικροβιακή σύνθεση. Παρόλα αυτά, οι τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν από 
τους παραπάνω ερευνητές για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα, 
αν και δίνουν μία καλή εκτίμηση για την φυλογενετική πληροφορία των 
μικροοργανισμών, στοχεύουν μόνο σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδίου 16S rRNA 
και όχι σε ολόκληρο το γονίδιο. Η αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδίου 16S rRNA 
μετά από κλωνοποίηση δίνει μακράν την ακριβέστερη φυλογενετική πληροφορία (Rudi 
et al. 2004, Olofsson et al. 2007, Schirmer et al. 2009, Rasolofo et al. 2010). Οι Rudi et 
al. (2004) με ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA σε σολομό και γάδο (ανάλυση  
αλληλουχιών σε απομονωμένους μικροοργανισμούς, T-RFLP και κλωνοποίηση σε 
DNA που προέκυψε απευθείας από τη σάρκα των ιχθύων) αποθηκευμένα σε MAP 
(60%CO2/40%N2) στους 1°C και 5°C, αντίστοιχα, αναφέρουν ότι το P. phosphoreum 
βρεθηκε να κυριαρχεί στο γάδο ενώ τα Brochothrix spp. και Carnobacterium spp. στο 
σολομό στο χρόνο απόρριψης. Οι Olofsson et al. (2007) μελέτησαν τη μικροβιακή 
σύνθεση σε καπνιστό σολομό αποθηκευμένο σε συσκευασία κενού στους 7οC. Η 
μελέτη διεξήχθει σε βακτήρια που απομονώθηκαν μέσω του θρεπτικού υλικού γενικής 
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χρήσης TGE με ανάλυση γονιδίου 16S rRNA καθώς και σε DNA που προέκυψε 
απευθείας από τη σάρκα με ανάλυση γονιδίου 16S rRNA και κλωνοποίηση. Η 
ταυτοποίηση πραγματοποιήθηκε με απευθείας αλληλούχιση και με ανάλυση 
βιβλιοθήκης κλώνων, αντίστοιχα. Η αρχική μικροκοινότητα του καπνιστού σολομού 
αποτελούνταν κυρίως από B. thermosphacta, Yersinia ruckeri, Photobacterium και 
Carnobacterium, ενώ τα Lactobacillus και Photobacterium αποτελούσαν τους 
κυρίαρχους μικροοργανισμούς στο χρόνο απόρριψης του εξεταζόμενου ιχθύος. Νέοι 
τύποι των Photobacterium, συγγενικά παρόμοιοι με P. iliopiscarium και P. 
phosphoreum, προέκυψαν από την ανάλυση.  
 Στην Ελλάδα, έως το 2012, δεν υπήρχε καμία μελέτη σχετικά με τη διερεύνηση 
της μικροβιακής σύνθεσης σε αλιεύματα χρησιμοποιώντας μοριακές τεχνικές και 
ιδιαίτερα αυτές που περιλαμβάνουν την ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA έπειτα από 
εκχύλιση DNA κατευθείαν από τον ιστό του αλιεύματος. Στο παρελθόν, δύο μόνο 
μελέτες πραγματοποιήθηκαν με τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης των κυτταρικών 
πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου με δωδεκανοθειϊκό νάτριο (SDS-PAGE 
analysis) με στόχο την ανεύρεση των ειδών που απαρτίζουν τα γένη Pseudomonas και 
Shewanella, τα οποία αυξήθηκαν σε εκλεκτικά υλικά, στο χρόνο απόρριψης της 
τσιπούρας (Tryfinopoulou et al. 2002,Tryfinopoulou et al. 2007). Επιπρόσθετα, οι 
Tryfinopoulou et al. (2007) μελέτησαν με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, τη 
μικροβιακή ποικιλότητα του γένους Shewanella στο εκλεκτικό υλικό IA. 
Ο στόχος του κεφαλαίου αυτού είναι η διερεύνηση της κυρίαρχης μικροβιακής 
σύνθεσης ιχθύων τσιπούρας (ολόκληρο, φιλέτο) οι οποίοι συντηρήθηκαν σε διάφορες 
συνθήκες όπως είναι η αερόβια συντήρηση καθώς και η συντήρηση σε συσκευασία 
ΜΑΡ σε θερμοκρασίες 0, 5 και 15 οC. Η μελέτη περιλαμβάνει τη διερεύνηση της 
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αρχικής και της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης των ιχθύων με τη χρήση 
κλασσικών και σύγχρονων μοριακών τεχνικών (καλλιεργητικών και μη-
καλλιεργητικών) με αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA. 
 
3.2 Υλικά και Μέθοδοι 
3.2.1 Γενικός πειραματικός σχεδιασμός 
Στο παρόν κεφάλαιο διερευνήθηκε η αρχική και η τελική (στο χρόνο απόρριψης) 
μικροβιακή σύνθεση σε ολόκληρους ιχθύες και σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα σε 
3 θερμοκρασίες (0, 5 και 15 οC) και σε δύο (2) ατμόσφαιρες (αέρα, ΜΑΡ) που 
απομονώθηκε στο θρεπτικό υλικό γενικής χρήσης TSA με τη χρήση κλασσικών και 
μοριακών-καλλιεργητικών τεχνικών.  
Επιπλέον, διερευνήθηκε η αρχική και η τελική (στο χρόνο απόρριψης) μικροβιακή 
σύνθεση ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας αποθηκευμένων στον πάγο, πραγματοποιώντας 
απευθείας εκχύλιση DNA από τον μυϊκό ιστό των ιχθύων (μοριακές-μη καλλιεργητικές 
τεχνικές)  
 
3.2.2 Προέλευση δειγμάτων  
Ολόκληροι ιχθύες 
Ολόκληροι ιχθύες βάρους περίπου 400 g από ελληνική υδατοκαλλιέργεια στην 
Πελασγία (ΔΙΑΣ ΑΕ), τοποθετήθηκαν μέσα σε πολυεστερικά κιβώτια με πάγο και 
μεταφέρθηκαν εντός μίας (1) ώρας στο εργαστήριο του Τμήματος Γεωπονίας 
Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου Θεσσαλίας, στο Βόλο. 
Τα κιβώτια με τους ιχθύες και τον πάγο, τοποθετήθηκαν σε ψυγείο στους 5 οC για 20 
ημέρες. Ο πάγος ανανεώνονταν κάθε δύο ημέρες. Από τα υπόλοιπα κιβώτια, 
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αφαιρέθηκε ο πάγος και οι ιχθύες αποθηκεύθηκαν σε επωαστικούς θαλάμους στους 5 
και 15 οC για οκτώ (8) και τέσσερις (4) ημέρες, αντίστοιχα.  
 
Φιλέτα τσιπούρας 
Φιλέτα τσιπούρας βάρους περίπου 100-120 γρ, συσκευάσθηκαν σε δισκάκια 
από διογκωμένη πολυστερίνη (SIRAP GEMA) με πλαστικό φιλμ BDF 8050F 
(SEALED AIR)  σε συνθήκες αέρα και μίγματος αερίων (MAP: CO2: 60%, O2: 10%, 
N2: 30%) από ελληνική βιομηχανία στην Αττική (ΔΙΑΣ ΑΕ). Τα δείγματα 
μεταφέρθηκαν σε ισοθερμικά κιβώτια εντός τεσσάρων ωρών στο εργαστήριο του 
Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας, στο Βόλο όπου αποθηκεύθηκαν στους 0, 5 και 15 οC.  
 
3.2.3 Απομόνωση Μικροβιακού Πληθυσμού 
Κατά τη διάρκεια της συντήρησης των ιχθύων (ολόκληρο, φιλέτο) υπό αερόβιες 
συνθήκες και υπό συνθήκες ΜΑΡ (60% CO2, 10% O2, 30% N2), για τα φιλέτα μόνο, σε 
θερμοκρασία 0, 5 και 15oC, ελήφθησαν δείγματα σάρκας, την πρώτη ημέρα και την 
ημέρα απόρριψης, από έξι (6) διαφορετικούς ιχθύες ή τέσσερα (4) διαφορετικά φιλέτα 
τα οποία ομογενοποιούνταν και κατόπιν 25 g μεταφέρονταν υπό ασηπτικές συνθήκες 
και προσθέτονταν σε 225 ml αποστειρωμένου ισοτονικού πεπτονούχου ύδατος (0,1 % 
w/v πεπτόνη και 0,85 % w/v NaCl). Επιπρόσθετα, 1 g από το ομογενοποιημένο δείγμα 
ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας από την πρώτη και την ημέρα απόρριψης (στον πάγο) 
αποθηκεύθηκε στους -20 °C για περαιτέρω μοριακή ανάλυση. 
Η ομογενοποίηση για τη δημιουργία της πρώτης δεκαδικής αραίωσης των 
δειγμάτων γινόταν σε αποστειρωμένες σακούλες τύπου Stomacher σε θερμοκρασία 
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δωματίου για 2 min με τη βοήθεια ομογενοποιητή τύπου Stomacher (Bug Mixer, 
Interscience, London, UK). Κατόπιν γινόταν οι δεκαδικές αραιώσεις με τη μεταφορά 1 
ml δείγματος σε 9 ml αποστειρωμένου ισοτονικού πεπτονούχου ύδατος. Ακολουθούσε 
ενοφθαλμισμός σε τρυβλία Petri με TSA με τη μέθοδο της επιφανειακής εξάπλωσης 
(0,1 ml) και επώαση για 48-72 h στους  25 °C. Το TSA επιλέχθηκε ως καταλληλότερο 
θρεπτικό υλικό γενικής χρήσης για την απαρίθμηση του ολικού μικροβιακού 
πληθυσμού σε σχέση με το PCA και το IA (Kakasis et al. 2011).  
Οι αποικίες από τα τρυβλία TSA αρχικά απαριθμούνταν και ακολουθούσε 
μορφολογικός διαχωρισμός των αποικιών σύμφωνα με το χρώμα, το μέγεθος και το 
σχήμα. Στη συνέχεια, αντιπροσωπευτικός αριθμός αποικιών (50%) από κάθε 
μορφολογικά διαφορετική ομάδα μεταφέρονταν με τη μέθοδο της γραμμικής 
μετασποράς (streaking) σε τρυβλία TSA και επωάζονταν για 18-24 ώρες στους 25 °C. 
Οι απομονωμένες καθαρές αποικίες  συντηρήθηκαν σε μικροφιαλίδια Protect (LAB M, 
Lancashire, UK) σε θερμοκρασία  –80 oC και χρησιμοποιήθηκαν αργότερα, μετά από 
ανανέωση σε δοκιμαστικούς σωλήνες που περιείχαν θρεπτικό μέσο αύξησης TSB, 
επώαση για 18-24 ώρες στους 25 °C και νέο καθαρισμό σε TSA, για τις κλασσικές και 
μοριακές δοκιμές.  
 
3.2.4 Προσδιορισμός χρόνου απόρριψης 
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3.2.5 Χαρακτηρισμός των απομονωμένων αποικιών με τη χρήση κλασσικών 
δοκιμών 
Κάθε απομονωμένη καλλιέργεια υποβλήθηκε σε μια σειρά από κλασσικές 
δοκιμές όπως χρώση Gram, σχήμα κυττάρων, δοκιμή της οξειδάσης και της καταλάσης 
(Hariggan & McCance 1976), μεταβολισμός  της γλυκόζης (O/F-test) (Hugh & Leifson 
1953), μετατροπή του οξειδίου της τριμεθυλαμίνης (ΤΜΑΟ) σε τριμεθυλαμίνη (ΤΜΑ) 
και παραγωγή υδροθείου (Η2S) (Gram et al. 1987). Στη συνέχεια, ακολουθούσε 
ταυτοποίηση των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων με τη μέθοδο του API system 20 
ΝΕ (non-enteric bacteria) και 20 Ε (enteric bacteria) και των θετικών κατά Gram 
βακτηρίων με ζύμωση υδατανθράκων χρησιμοποιώντας το API system 50 CH 
(BioMérieux, France). Η χρώση Gram, οι δοκιμές καταλάσης, και οξειδάσης και ο 
έλεγχος του μεταβολισμού της γλυκόζης καθόριζαν τον τύπο του API που 
χρησιμοποιούνταν (API Guide, Biomerieux). Σύμφωνα με τις οδηγίες του 
κατασκευαστή, τα βακτήρια που παρουσίασαν οξειδωτικό μεταβολισμό 
ταυτοποιήθηκαν με τη μέθοδο του ΑΡΙ 20 NE, ενώ τα βακτήρια που παρουσίασαν 
ζυμωτικό μεταβολισμό ταυτοποιήθηκαν με τη μέθοδο του ΑΡΙ  20 E. Η επεξεργασία 
των δεδομένων έγινε με τη χρήση του λογισμικού προγράμματος ApiLab Plus 
(BioMérieux, France).   
 
3.2.6 Χαρακτηρισμός των απομονωμένων αποικιών με ενίσχυση γονιδίου 16S 
rRNA  
Μετά την ολοκλήρωση των κλασσικών δοκιμών, κάθε απομονωμένη 
καλλιέργεια υποβλήθει σε ανάλυση γονιδίου 16S rRNA και απευθείας αλληλούχιση. Η 
ενίσχυση του γονιδίου 16S rRNA στις απομονωμένες καλλιέργειες πραγματοποιήθηκε 
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με τους εκκινητές 27fBAC (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’, M=A/C) (Lane 
1991) and 907rBAC (5'-CCCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3') (Muyzer et al. 1995). Το 
αναμενόμενο μέγεθος των προϊόντων ήταν περίπου 850 ζ.β. Το μείγμα της PCR, 
τελικού όγκου 20 μl, περιείχε 4 μL buffer 5x (Green GoTaq Flexi buffer, Promega), 2 
μL dNTPs (2 mM), 1,2 μL MgCl2 (25 mM, 1,2 ml), 0,1 μL από κάθε εκκινητή, 0,1 μL 
Taq πολυμεράσης (GoTaq DNA polymerase, Promega) και μικρή ποσότητα από μία 
αποικία από κάθε απομονωμένη καλλιέργεια. Η εκχύλιση του DNA από τα βακτήρια 
πραγματοποιούνταν κατά το πρώτο στάδιο της διαδικασίας της PCR (αρχική 
αποδιάταξη, pre-PCR) στους 94°C για 5 min. Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα για την 
πραγματοποίηση της αντίδρασης PCR ήταν: αρχική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA 
(denaturation) στους 94°C για 5 min (1ο βήμα), αποδιάταξη στους 94°C για 45 sec (2ο 
βήμα), υβριδισμός (annealing) των εκκινητών με την αλληλουχία-στόχο στους 52.5°C 
για 45 sec (3ο βήμα), σύνθεση συμπληρωματικών κλώνων του DNA με επέκταση του 3΄ 
άκρου των εκκινητών (elongation) με τη βοήθεια του ενζύμου Taq πολυμεράσης στους 
72°C για 1 min (4ο βήμα) και ακολουθούσε ένα επιπλέον στάδιο τελικής επιμήκυνσης 
του DNA για 10 min (post-PCR) στους 72°C (5ο βήμα). Τα βήματα 2 - 4 του 
θερμοκρασιακού προγράμματος της PCR επαναλήφθηκαν για 32 κύκλους. Τα προϊόντα 
της PCR (5 μl ανά αντίδραση) υποβλήθηκαν σε ηλεκτροφόρηση (90 Volts για 30 min) 
σε πήκτωμα αγαρόζης (agarose gel electrophoresis) 1 % σε ρυθμιστικό διάλυμα 
Tris/Acetate/EDTA (1x TAE), προκειμένου να επαληθευτεί o πολλαπλασιασμός της 
επιθυμητής περιοχής DNA. Ο έλεγχος του μήκους του προϊόντος DNA που βρίσκονταν 
στο πήκτωμα σε σχέση με το μήκος του DNA που πολλαπλασιάσθηκε μέσω της PCR 
(μήκος περιοχής ανάμεσα στους 2 εκκινητές) πραγματοποιούνταν με τη βοήθεια ενός 
μάρτυρα. Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης το DNA γίνονταν ορατό σε πήκτωμα 
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αγαρόζης μέσω της εμβάπτισης αυτού σε διάλυμα φθορίζουσας χρωστικής - 
βρωμιούχου αιθίδιου (ethidium bromide, EtBr). Το βρωμιούχο αιθίδιο δεσμεύονταν στο 
DNA, απορροφούσε αόρατη υπεριώδη (UV) ακτινοβολία και σηματοδοτούσε με ορατή 
ακτινοβολία το DNA. Στη συνέχεια, τα δείγματα με τα προϊόντα της PCR  (αντίγραφα 
του γονιδίου - στόχου) καθαρίζονταν με τη χρήση του KIT MONTAGE PCR 
(Millipore, Massachusetts, USA) και ακολουθούσε η ποσοτικοποίηση του DNA με τη 
χρήση του φασματοφωτόμετρου NanoDrop ND-1000. Τα δείγματα DNA στέλνονταν 
απευθείας για αλληλούχιση.  
 
3.2.7 Χαρακτηρισμός της μικροβιακής σύνθεσης από απευθείας εκχύλιση 
προκαρυωτικού DNA από ιστό ιχθύος  
Απομόνωση DNA  
Το DNA απομονώθηκε μετά από απευθείας εκχύλιση ca. 0.7 g σάρκας 
ολόκληρου ιχθύος τσιπούρας, στην αρχή και στο χρόνο απόρριψης, με τη χρήση του 
Ultra Clean Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc., Carlsbad, USA). Η 
χρήση του πρωτόκολλου απομόνωσης απομάκρυνε τους αναστολείς της PCR. Στην 
αρχή πραγματοποιούνταν μηχανική λύση των κυττάρων με εξειδικευμένα σφαιρίδια, 
θερμότητα και απορρυπαντικά και το DNA δεσμεύονταν σε ένα φίλτρο πυριτίου. Στο 
τελευταίο στάδιο της διαδικασίας, το φίλτρο ξεπλένονταν με ένα ειδικό ρυθμιστικό 
διάλυμα που απελευθέρωνε το DNA. Στη συνέχεια, ακολουθούσε ποσοτικοποίηση του 
DNA με τη χρήση του φασματοφωτόμετρου NanoDrop ND-1000. 
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Ενίσχυση γονιδίου 16S rRNA 
Οι εκκινητές που χρησιμοποιήθηκαν και το θερμοκρασιακό πρόγραμμα της 
PCR ήταν το ίδιο που περιγράφηκε παραπάνω (βλέπε παράγραφο 2.2.5). Αρχικά, 
πραγματοποιήθηκε PCR στους 30 κύκλους για να ελεγχθεί η καταλληλότητα των 
εκκινητών προς το γονίδιο - στόχο. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε βελτιστοποίηση 
κύκλων ώστε να βρεθεί ο μικρότερος αριθμός επαναλήψεων που θα έδινε θετικό 
αποτέλεσμα ώστε να ελαχιστοποιηθούν οι εγγενείς περιορισμοί της PCR (Spiegelman 
et al. 2005). Τελικά, η PCR διεξήχθει στους 26 και 28 κύκλους για τα δείγματα που 
ελήφθησαν την πρώτη ημέρα (d0) και στο χρόνο απόρριψης (d16), αντίστοιχα. Μετά 
την ηλεκτροφόρηση, ο καθαρισμός του DNA στο αρχικό δείγμα πραγματοποιήθηκε με 
τη χρήση του Pure Link TM Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen Co., Carlsbad, USA), 
ενώ ο καθαρισμός του DNA στο τελικό δείγμα, πραγματοποιήθηκε με τη χρήση του 
KIT MONTAGE PCR (Millipore, Massachusetts, USA). Το Pure Link TM Quick Gel 
Extraction Kit χρησιμοποιήθηκε στην περίπτωση όπου ο καθαρισμός του DNA δεν 
επιτεύχθη επιτυχώς με τη χρήση του KIT MONTAGE PCR. Ο καθαρισμός των 
προϊόντων της PCR πραγματοποιήθηκε για να μεγιστοποιηθεί η ανάκτηση των 
νουκλεϊκών οξέων και να ελαχιστοποιηθούν οι προσμίξεις, ώστε να αυξηθούν οι 
πιθανότητες απόδοσης της κλωνοποίησης. Το DNA που ελήφθησε στο τέλος της 
διαδικασίας ήταν απαλλαγμένο από πρωτεΐνες, χρωστικές και αγαρόζη και ήταν έτοιμο 
προς χρήση για κλωνοποίηση. 
 
Κλωνοποίηση και αλληλούχιση  
Για την κλωνοποίηση των γονιδίων που προέκυψαν από τον καθαρισμό των 
προϊόντων PCR, χρησιμοποιήθηκε το TOPO"R"TA PCR CLONING KIT (Invitrogen 
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Co., Carlsbad, USA) και το πρωτόκολλο μετασχηματισμού χημικώς δεκτικά κυττάρων 
Escherichia coli (Invitrogen Co., Carlsbad, USA). Το μείγμα που ετοιμάσθηκε για την 
αντίδραση της κλωνοποίησης περιείχε ποσότητα από το καθαρό προϊόν (2 μL), διάλυμα 
αλάτων (0,5 μL) και το φορέα κλωνοποίησης (πλασμίδια, 0,5 μL). Το μείγμα 
επωάστηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 15 min και προστέθηκε στα κύτταρα E. coli. 
Στη συνέχεια, ακολούθησε ο μετασχηματισμός των κυττάρων σε ειδική συσκευή 
ηλεκτροπόρωσης με εφαρμογή ρεύματος (1800 volts) μέσω ειδικής κυψελίδας. Έπειτα, 
τα κύτταρα με το θρεπτικό μέσο αύξησης επωάστηκαν για 1h στους 37°C. Στη 
συνέχεια, έγινε επίστρωση των κυττάρων σε τρυβλία με θρεπτικό μέσο Luria-Bertani 
agar με καναμυκίνη (100 mg ml-1) (που θεωρητικά επιτρέπει την αύξηση μόνο των 
κυττάρων που έχουν δεχτεί το ένθεμα κατά την κλωνοποίηση) και επωάστηκαν για 18h 
στους 37°C.  
Η παρουσία του ενθέματος στα κύτταρα E. coli ελέγχονταν με PCR, όπου στο 
μείγμα κάθε αντίδρασης ως δείγμα προστίθονταν μικρή ποσότητα βακτηριακής 
αποικίας από τα τρυβλία (colony PCR). Οι εκκινητές (ειδικοί για το φορέα 
κλωνοποίησης) που χρησιμοποιήθηκαν ήταν ο M13F (5’-GTAAAACGCCCAG-3’) και 
M13R (5’CAGGAAACAGCTATGAC-3’). Το μείγμα της PCR τελικού όγκου 20 μL, 
περιείχε 4 μL buffer 5x (Green GoTaq Flexi buffer, Promega), 2 μL dNTPs (2mM), 1,2 
μL MgCl2, 0,2 μL από κάθε εκκινητή και 0,08 μL Taq πολυμεράσης (GoTaq DNA 
polymerase, Promega). Το θερμοκρασιακό πρόγραμμα που χρησιμοποιήθηκε για την 
πραγματοποίηση της αντίδρασης ήταν: αρχική αποδιάταξη του δίκλωνου DNA στους 
94°C για 5 min (1ο βήμα), αποδιάταξη στους 94°C για 45 sec (2ο βήμα), υβριδισμός των 
εκκινητών με την αλληλουχία-στόχο στους 52.5°C  για 45 sec (3ο βήμα), σύνθεση 
συμπληρωματικών κλώνων του DNA με επέκταση του 3΄ άκρου των εκκινητών με τη 
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βοήθεια του ενζύμου Taq πολυμεράσης στους 72°C για 2 min (4ο βήμα) και 
ακολουθούσε ένα επιπλέον στάδιο τελικής επιμήκυνσης του DNA για 10 min (post-
PCR) στους 72°C (5ο βήμα). Τα βήματα 2 - 4 επαναλήφθηκαν για 25 κύκλους. 
Ακολούθησε η οπτικοποίηση του αποτελέσματος σε πήκτωμα αγαρόζης όπως έχει 
αναφερθεί παραπάνω (βλέπε παράγραφο 3.2.5). 
Οι κλώνοι εμβολιάσθηκαν σε υγρές καλλιέργειες θρεπτικού μέσου Luria-
Bertani με καναμυκίνη, όγκου 1,2 ml η κάθε μία και ακολουθούσε επώαση στους 37°C 
για 18 h στις 180 rpm. Μετά την επώαση, πραγματοποιούνταν απομόνωση των 
πλασμιδίων με το τυποποιημένο Nucleospin Plasmid QuickPure kit (Macherey-Nagel, 
Germany). Το πλασμιδιακό DNA απελευθερώνονταν από τα κύτταρα E. coli και 
στέλνονταν για αλληλούχηση σε συσκευή αλληλούχησης τριχοειδούς αγγείου, με τη 
χρήση του BigDye Terminator kit (Applied Biosystems Inc., Carlsbad, USA).  
 
3.2.8 Επεξεργασία αλληλουχιών  
Η στοίχιση των αλληλουχιών πραγματοποιούνταν με το πρόγραμμα πολλαπλής 
ευθυγράμμισης CLUSTALW2, το οποίο οργανώνει τις επιλεγμένες αλληλουχίες έτσι 
ώστε οι ομοιότητες και οι διαφορές τους να είναι ορατές 
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). Το πρόγραμμα αυτό υπολογίζει το βαθμό 
ομοιότητας κάθε ακολουθίας με κάθε μία ξεχωριστά. Η ομαδοποίηση μεταξύ των 
ακολουθιών πραγματοποιούνταν με κριτήριο ομοιότητας  ≥ 98% (Stackebrandt & 
Goebel 1994).  
Για να διαπιστωθεί αν οι φυλότυποι (για τους κλώνους μόνο) και τα επιμέρους 
δείγματα στις βιβλιοθήκες που δημιουργήθηκαν αντιπροσωπεύουν επαρκώς την 
ποικιλότητα των δειγμάτων που μελετήθηκαν, ελέγχθηκε αν το μέγεθος της 
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βιβλιοθήκης είναι αντιπροσωπευτικό. Αυτό επιτυγχάνθηκε με τη βοήθεια του 
λογισμικού που πρότειναν οι Kemp & Aller (2004). Η διαδικασία αξιολόγησης 
βασίσθηκε στους δείκτες SChao1 (Chao 1984) και SACE (Chao et al. 1993). 
Ο αλγόριθμος BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (Zhang et al. 2000) 
ο οποίος έχει αναπτυχτεί από το NCBI (National Center for Biotechnology Information, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), χρησιμοποιήθηκε για τη σύγκριση κάθε 
αλληλουχίας που προέκυψε από τη μελέτη, με διαθέσιμες αλληλουχίες από τις βάσεις 
δεδομένων του NCBI, έτσι ώστε να βρεθούν οι κοντινότεροι συγγενείς. Για την πιθανή 
εύρεση χιμαιρικών αλληλουχιών, χρησιμοποιήθηκε το πρόγραμμα Pintail (Ashelford et 
al. 2005, http://www.bioinformatics-toolkit.org/Web-Pintail/) το οποίο σύγκρινε τις 
εξελικτικές αποστάσεις μεταξύ των αλληλουχιών που προέκυψαν από τη μελέτη,  με 
συγγενικές αξιόπιστες αλληλουχίες.  
 
3.2.9 Φυλογενετική ανάλυση 
Τα φυλογενετικά δέντρα χρησιμοποιήθηκαν για την απεικόνιση της εξελικτικής 
σχέσης των φυλοτύπων. Για τη δημιουργία φυλογενετικού δένδρου χρησιμοποιήθηκε 
το πρόγραμμα MEGA έκδοση 5 (Tamura et al. 2007). Η τοπολογία του δένδρου 
βασίσθηκε στη μέθοδο του κοντινότερου γείτονα (Neighbour-Joining) (Saitou & 
Nei1987) και έγινε διόρθωση κατά Jukes-Cantor (1969). Ο έλεγχος της στατιστικής 
εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε 1000 φορές με τη μέθοδο bootstrap. 
Για την κατασκευή των φυλογενετικών δέντρων χρησιμοποιήθηκαν οι 
αλληλουχίες του φυλογενετικού γονιδίου 16S rRNA, οι αλληλουχίες των πλησιέστερων 
συγγενών τους καθώς και μία μακρινή αλληλουχία ως ρίζα (outgroup), που αποτελεί 
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τον κοινό πρόγονο όλων των αλληλουχιών ώστε να προσδιοριστεί η εξελικτική σχέση 
των ειδών.  
Οι φυλότυποι που προέκυψαν από τη μελέτη τόσο με την ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA με απευθείας αλληλούχιση σε καθαρές καλλιέργειες μικροοργανισμών που 
απομονώθηκαν από ιχθύες τσιπούρας (ολόκληρο, φιλέτο) στην αρχή και στο χρόνο 
απόρριψης όσο και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA με κλωνοποίηση και 
ταυτοποίηση με ανάλυση βιβλιοθήκης κλώνων απευθείας σε ιστό τσιπούρας στην αρχή 
και στο χρόνο απόρριψης, υποβλήθηκαν στην GenBank (JQ664571-JQ664578). 
 
3.3 Αποτελέσματα  
3.3.1 Προσδιορισμός χρόνου οργανοληπτικής απόρριψης 
Όλα τα προϊόντα την πρώτη ημέρα (d 0) αξιολογήθηκαν οργανοληπτικά ως 
άριστα, ενώ το επίπεδο του ολικού μικροβιακού πληθυσμού ήταν 3,38 και 3,79 log 
cfu/g για τους ολόκληρους ιχθύες και για τα φιλέτα αντίστοιχα. 
Ο χρόνος απόρριψης των προϊόντων, βάσει της οργανοληπτικής αξιολόγησης, 
ήταν 16, 5 και 2 ημέρες για τους ολόκληρους ιχθύες, 14, 5, 2 ημέρες για τα φιλέτα που 
συντηρήθηκαν υπό αερόβιες συνθήκες και 18, 8, 2 ημέρες για τα φιλέτα σε ΜΑΡ, στους 
0 (στον πάγο για τους ολόκληρους ιχθύες μόνο), 5 και 15 οC αντίστοιχα. Το επίπεδο του 
μικροβιακού πληθυσμού στο χρόνο απόρριψης κυμαίνονταν μεταξύ 7-8 log cfu/g σε 
όλα τα προϊόντα (Πίν. 3.1).  
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3.3.2 Mικροβιακή σύνθεση στην αρχή και στο χρόνο απόρριψης ιχθύων τσιπούρας 
3.3.2.1 Φαινοτυπική αναλυση 
Συνολικά μελετήθηκαν 296 αποικίες (Πίν. 3.2 & 3.3). Η πλειοψηφία των 
μικροοργανισμών που εξετάσθηκε ήταν αρνητικοί κατά Gram βάκιλλοι (90 %), ενώ ένα 
μικρότερο ποσοστό ήταν θετικοί κατά Gram κόκκοι ή κοκκο-βάκιλλοι (10 %). Οι 
αρνητικοί κατά Gram βάκιλλοι ήταν θετικοί ως προς την καταλάση και την οξειδάση 
και παρουσίαζαν είτε οξειδωτικό μεταβολισμό (62% του συνόλου) ή καμία μεταβολή 
(26% του συνόλου) στη γλυκόζη στο μέσο των Hugh και Leifson (HL). Οι 31 από 
αυτούς (11% του συνόλου) μετέτρεπαν το ΤΜΑΟ σε ΤΜΑ και παρήγαγαν H2S, ενώ το 
μεγαλύτερο ποσοστό ήταν αρνητικοί στις δύο αυτές δοκιμές. Οι θετικοί κατά Gram 
κόκκοι και κοκκο-βάκιλλοι παρουσίασαν ζυμωτικό μεταβολισμό (12% του συνόλου). 
Οι 24 αποικίες θετικών κατά Gram κοκκο-βάκιλλων απομονώθηκαν στο χρόνο 
απόρριψηςτων φιλέτων που είχαν αποθηκευθεί σε συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC, ενώ οι 6 
αποικίες θετικών κατά Gram κόκκων απομονώθηκαν από τα φιλέτα στην αρχή του 
εμπορικού χρόνου ζωής (Πίν. 3.3). Ο αριθμός των μικροοργανισμών οι οποίοι 
απομονώθηκαν από τα τρυβλία με θρεπτικό υλικό γενικής χρήσης TSA την πρώτη 
ημέρα (d0) και την ημέρα απόρριψης, ανά περίπτωση, καθώς και οι κυριότερες δοκιμές 
που απαιτήθηκαν για την αρχική ομαδοποίηση των μικροοργανισμών με βάση τα 
φαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά παρουσιάζονται αναλυτικά στους παρακάτω Πίνακες 
(Πίν. 3.2 & 3.3). 
Μετά την πρώτη ομαδοποίηση των μικροοργανισμών ακολούθησε η 
ταυτοποίηση αυτών με τη μέθοδο του συστήματος API. Συνολικά, 261 αποικίες 
(88,2%) που παρουσίασαν είτε οξειδωτικό μεταβολισμό ή καμία μεταβολή στη γλυκόζη 
(μη εντερικά βακτήρια) ταυτοποιήθηκαν με τη μέθοδο του ΑΡΙ 20 NE, ενώ 11 αποικίες 
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(3,8%) που παρουσίασαν ζυμωτικό μεταβολισμό (εντερικά βακτήρια) ταυτοποιήθηκαν 
με τη μέθοδο του ΑΡΙ  20 E.  Οι υπόλοιπες 24 (6,1%) αποικίες που παρουσίασαν 
ζυμωτικό μεταβολισμό ήταν θετικοί κατά Gram κόκκοι ή κοκκο-βάκιλλοι και 
ταυτοποιήθηκαν με το API 50 CH (Πίν. 3.5-3.8).  
 
3.3.2.2 Μοριακή ανάλυση 
Στη συνέχεια, 149 αποικίες εξετάσθηκαν με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, 
εκ των οποίων οι 90 αποικίες έδωσαν αποτέλεσμα κατά την αλληλούχιση. Εκ των 90 
αποικιών, οι 75 προέρχονταν από τα φιλέτα και μόνο 15 αποικίες προέρχονταν από την 
ολόκληρη τσιπούρα. Επομένως, συνολικά πραγματοποιήθηκε φυλογενετική ανάλυση 
σε 90 αλληλουχίες του γονιδίου 16S rRNA.  
Μετά τη στοίχιση των αλληλουχιών προέκυψαν 18 διαφορετικοί φυλότυποι για 
τα δείγματα από τα φιλέτα και 11 διαφορετικοί φυλότυποι για τα δείγματα από τους 
ολόκληρους ιχθύες, εκ των οποίων κάποιοι (Α8-Α42, Α22-Β22, Α66-Α33, Α69-Β18, 
Β47-Α78) ήταν κοινοί στα δείγματα των φιλέτων και των ολόκληρων ιχθύων, σύμφωνα 
με το κριτήριο ομοιότητας  ≥ 98%. Οι διαφορετικοί φυλότυποι, η συχνότητα εμφάνισής 
τους στα φιλέτα και στους ολόκληρους ιχθύες, καθώς και η ομοιότητά τους με τους 
κοντινότερους συγγενείς τους, παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.4. Στα φιλέτα υπό 
συνθήκες αέρα, εντοπίστηκαν οι φυλότυποι Β5, Β1, Β2, Β6, Β8 στην αρχή του 
εμπορικού χρόνου ζωής, οι Β19, Β18, Β22 στο χρόνο απόρριψης στους 0 oC, οι Β19, 
Α12 στους 5oC και οι Α33, Α40, Α42, Β5 στους 15 oC. Στα φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ 
εντοπίστηκαν οι φυλότυποι Β9 στο χρόνο απόρριψης στους 0 oC, οι Β19, Β18, Β48, 
Α27, Α29, Α30, Β47  στους 5oC και ο Α33 στους 15 oC. Οι φυλότυποι Β5, Β19, Α33 
ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς στα φιλέτα σε ατμόσφαιρα αέρα, και οι 
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φυλότυποι Β9, Β19, Α33, Β48 ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς στα φιλέτα 
σε ΜΑΡ.  
Η φυλογενετική σχέση μεταξύ των αλληλουχιών του φυλογενετικού γονιδίου 
16S rRNA που προέκυψαν από τους μικροοργανισμούς οι οποίοι απομονώθηκαν από 
φιλέτα υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15oC και των αλληλουχιών των 
πλησιέστερων χαρακτηρισμένων συγγενών τους παρουσιάζονται στο Σχήμα 3.1.  
 
Μικροβιακός πληθυσμός στα φιλέτα  
Στα φιλέτα, στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής, επικράτησαν 5 ομάδες 
μικροοργανισμών με διαφορετικά χαρακτηριστικά ως προς το σχήμα, το μέγεθος και το 
χρώμα της κάθε αποικίας. Οι τέσσερις (4) από τις πέντε (5) ομάδες χαρακτηρίστηκαν 
ως Pseudomonas fluorescens με βάση τα φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, ενώ μία (1) 
ομάδα χαρακτηρίστηκε ως Micrococcus sp. (Πίν. 3.5). Με ανάλυση του γονιδίου 16S 
rRNA, δύο (2) ομάδες χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fluorescens συμφωνόντας με 
τα φαινοτυπικά, μία (1) ως Macrococcus caseolyticus συμφωνόντας με τα φαινοτυπικά 
σε επίπεδο γένους μόνο, ενώ οι άλλες δύο (2) χαρακτηρίσθηκαν ως Psychrobacter 
cryohalolentis και Psychrobacter maritimus, σε αντίθεση με τα φαινοτυπικά όπου 
προσδιορίσθηκαν ως Pseudomonas fluorescens (Πιν. 3.5). Συγκεκριμένα, ο φυλότυπος 
Β5, ο οποίος ανήκε στην κυρίαρχη ομάδα (35,5%) των μικροοργανισμών που 
απομονώθηκαν από το φιλέτο την ημέρα 0 και προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως 
Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% ομοιότητα με τον clone 
LP09x_D8A ακαλλιέργητου βακτηρίου που προέρχονταν από τη φυλλόσφαιρα μήλου 
(Yashiro & McManus) και 99% με το βακτήριο Pseudomonas fluorescens strain 
DF41TB το οποίο απομονώθηκε από μολυσμένο πόδι διαβητικού ασθενούς (Shahi & 
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Kumar, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Β1, ο οποίος 
αντιπροσώπευε τα βακτήρια που αποτελούσαν το 19% της μικροβιακής σύνθεσης στο 
φιλέτο την ημέρα 0 που προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως Micrococcus sp., 
παρουσίασε 99% ομοιότητα με τον Macrococcus sp. clone T438 ο οποίος προέρχονταν 
από βακτήρια σε φρέσκο γάλα από φάρμες του Β. Ισραήλ (Raats et al. 2011) και 99% 
με το βακτήριο Macrococcus caseolyticus strain YSY1-12 (κοντινότερος 
χαρακτηρισμένος συγγενής) το οποίο είχε απομονωθεί από νερόβραστη αλατισμένη 
πάπια (Liu et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). 
Ο φυλότυπος Β2, ο οποίος αντιπροσώπευε το 19,5% των βακτηρίων που 
προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 97% 
ομοιότητα με τον clone SB-d16-1 ο οποίος προέρχονταν από εδώδιμο ιστό τσιπούρας 
στο χρόνο απόρριψης στον πάγο (Parlapani et al. 2013) και 97% με το βακτήριο 
Pseudomonas fluorescens strain LMG 14577  το οποίο απομονώθηκε από μολυσμένα 
νερά ποταμού στο Βέλγιο (Matthijs, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο 
φυλότυπος Β6, ο οποίος αντιπροσώπευε το 13 % των βακτηρίων που προσδιορίσθηκε 
φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το βακτήριο 
Psychrobacter sp. C16 το οποίο απομονώθηκε από θαλασσινό νερό στον κόλπο του 
Terra Nova στην Ανταρκτική (Lo Giudice et al. 2007) και 99% ομοιότητα με το 
Psychrobacter cryohalolentis strain KOPRI_22219  (Lee et al., αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Β8, ο οποίος αντιπροσώπευε το υπόλοιπο 13 
% των βακτηρίων που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, 
παρουσίασε 99% ομοιότητα με το βακτήριο Psychrobacter sp. FI 1008 το οποίο 
απομονώθηκε από τον πυλωρό ιχθύος γλώσσας (Sanchez et al. 2012) και 99% με το 
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Psychrobacter maritimus strain CAIM 952  το οποίο απομονώθηκε από συκώτι ιχθύος 
Lutjanus guttatus στο Μεξικό (Gomez-Gil, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK).   
 Στα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα, στο χρόνο απόρριψης, επικράτησαν αρχικά 
τρεις (3) ομάδες μικροοργανισμών στους 0 oC, τρεις (3) στους 5 oC και τέσσερις (4) 
στους 15oC. Στους 0 oC, οι τρεις (3) ομάδες χαρακτηρίστηκαν αρχικά βάσει των 
φαινοτυπικών χαρακτηριστικών ως Pseudomonas fluorescens (δύο ομάδες) και 
Shewanella putrefaciens (μία ομάδα) (Πίν. 3.6). Στη συνέχεια, με την ανάλυση γονιδίου 
16S rRNA, οι δύο (2) ομάδες χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fragi (80%) και η μία 
(1) ομάδα ως Shewanella morhuae (20%). Συγκεκριμένα, ο φυλότυπος Β19, ο οποίος 
αντιπροσώπευε τα βακτήρια που αποτελούσαν την κυρίαρχη ομάδα (66,7%) της 
μικροβιακής σύνθεσης στα φιλέτα την ημέρα αλλοίωσης (d14) και προσδιορίσθηκαν 
φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το 
Pseudomonas sp. FI 1029 το οποίο απομονώθηκε από κοκκινόψαρο (Sanchez et al. 
2012) και 99% με το Pseudomonas fragi strain JCM 5396 που προέρχονταν από την 
Ιαπωνική συλλογή Μικροοργανισμών (Japan Collection of Microorganisms, JCM) 
5396 (Hirosawa,Wako, Saitama) (Oshida et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα 
GENBANK). Ο φυλότυπος Β18, ο οποίος αντιπροσώπευε το 13,3 % των βακτηρίων 
που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% 
ομοιότητα με το Pseudomonas sp. HSF20-13 το οποίο απομονώθηκε από ιχθύ υπό 
ψύξη (Fukuda et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το 
Pseudomonas fragi strain JCM 5435 από την JCM 5435 (Oshida et al., αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Β22, ο οποίος αντιπροσώπευε το 20 % των 
βακτηρίων που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Shewanella putrefaciens, παρουσίασε 
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99% ομοιότητα με το Shewanella morhuae strain U1417 το οποίο απομονώθηκε από 
μπακαλιάρο σε πάγο (Fonnesbech Vogel et al. 2005).   
 Στους 5oC, οι τρεις (3) ομάδες χαρακτηρίστηκαν αρχικά βάσει των 
φαινοτυπικών χαρακτηριστικών ως Pseudomonas fluorescens (δύο ομάδες) και 
Pseudomonas putida (μία ομάδα) (Πίν. 3.7). Στη συνέχεια, με την ανάλυση γονιδίου 
16S rRNA, οι τρεις (3) ομάδες χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fragi. Ο φυλότυπος 
Β19 βρέθηκε να αντιπροσωπεύει τα βακτήρια που αποτελούσαν την κυρίαρχη ομάδα 
(75%) της μικροβιακής σύνθεσης στα φιλέτα την ημέρα αλλοίωσης (d5), τα οποία 
προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens. Ο φυλότυπος Α12, ο 
οποίος αντιπροσώπευε το 25 % των βακτηρίων που προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως 
Pseudomonas putida, παρουσίασε 98% ομοιότητα με το Pseudomonas fragi strain 
MA07 το οποίο απομονώθηκε από αλλοιωμένο χοιρινό κρέας υπό ψύξη (Maneerat & 
Avapak, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK).     
 Στους 15 oC, οι τέσσερις (4) ομάδες παρουσίασαν παρόμοια φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά και χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fluorescens παρόλο που οι 
αποικίες τους διέφεραν ως προς το σχήμα, το χρώμα και το μέγεθος. Στη συνέχεια, με 
την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, διαπιστώθηκε ότι όντως όλες οι ομάδες ανήκαν στο 
γένος Pseudomonas sp. αλλά διαφέραν ως προς το είδος (Πίν. 3.8). Ο φυλότυπος Α33, 
ο οποίος αντιπροσώπευε τα βακτήρια που αποτελούσαν την κυρίαρχη ομάδα (59%) της 
μικροβιακής σύνθεσης στα φιλέτα την ημέρα αλλοίωσης (d2) που προσδιορίσθηκαν 
φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το 
Pseudomonas migulae strain P11 το οποίο απομονώθηκε από λάσπη (De Gelder et al. 
2005). Ο φυλότυπος Α40, ο οποίος αντιπροσώπευε το 17,6 % των βακτηρίων που 
προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% 
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ομοιότητα με το Pseudomonas sp. S_T_TSA_35 το οποίο προέρχονταν από την 
εντερική οδό του εντόμου Rutilus rutilus (Skrodenyte-Arbaciauskiene et al., 
αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Α42, ο οποίος αντιπροσώπευε 
το 5,9 % των βακτηρίων που προσδιορίσθηκαν φαινοτυπικά ως Pseudomonas 
fluorescens, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το Pseudomonas sp. Pier7 που 
προέρχονταν από ρυπασμένο με βαρέα μέταλλα έδαφος (Colinon et al. 2013) και 99% 
με το Pseudomonas vranovensis strain MM1-5 που προέρχονταν από το σπήλαιο 
Mawsmai (Joshi & Banerjee, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος 
Β5 που όπως έχει ήδη αναφερθεί, παρουσίασε ομοιότητα με το Pseudomonas 
fluorescens strain DF41TB (Shahi & Kumar, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK), 
αντιπροσώπευε το υπόλοιπο 17,6 % των βακτηρίων, το οποίο προσδιορίσθηκε 
φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens. 
Στα φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ, στο χρόνο απόρριψης, επικράτησαν δύο (2) 
ομάδες μικροοργανισμών στους 0 oC, επτά (7) στους 5 oC και δύο (2) στους 15oC. Στους 
0
 oC, η μία (1) ομάδα χαρακτηρίστηκε ως Pseudomonas mendocina (60,7%) και η άλλη 
ως Aeromonas salmonicida (39,3%) βάσει των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών (Πίν. 
3.6). Στη συνέχεια, με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, οι δύο (2) ομάδες 
χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas veronii. Συγκεκριμένα, ο φυλότυπος Β9, βρέθηκε 
να αντιπροσωπεύει τα βακτήρια που αποτελούσαν και τις δύο (2) ομάδες (100%) της 
μικροβιακής σύνθεσης στα φιλέτα την ημέρα αλλοίωσης (d18). Ο φυλότυπος αυτός, 
παρουσίασε 99% ομοιότητα με το βακτήριο Pseudomonas sp. HC4-14 το οποίο 
εντοπίσθηκε σε τάπητα από κυανοβακτήρια στην Αρκτική (Shivaji et al., αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK) και 98% με το Pseudomonas veronii strain PDD-37b-8 το 
οποίο εντοπίσθηκε σε νερό βροχής στη Γαλλία (Vaitilingom et al. 2012).  
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Στους 5oC, οι επτά (7) ομάδες χαρακτηρίστηκαν φαινοτυπικά ως Pseudomonas 
fluorescens (δύο ομάδες), Lactobaccilus sp. (τέσσερις ομάδες) και Shewanella 
putrefaciens (μία ομάδα). Με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, οι δύο (2) ομάδες 
χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fragi και συγκεκριμένα ο φυλότυπος Β19 βρέθηκε 
να αντιπροσωπεύει τη μία (1) ομάδα (25%) και ο Β18 την άλλη ομάδα (11,4%). Οι 
τέσσερις (4) ομάδες, οι οποίες αποτελούνταν από θετικούς κατά Gram κοκκο-
βάκιλλους, βρέθηκε να εκπροσωπούνται από τους φυλότυπους Β48, Α27, Α29 και Α30, 
η κάθε μία αντίστοιχα (Πίν. 3.7). Ο φυλότυπος Β48, ο οποίος αντιπροσώπευε το 27,3 % 
των βακτηρίων παρουσίασε 100% ομοιότητα με το Carnobacterium maltaromaticum 
strain MMF-32 το οποίο απομονώθηκε από ιχθύες πέστροφας (Oncorhynchus mykiss) 
που προέρχονταν από λίμνη του Μίσιγκαν (Loch et al. 2011). Ο φυλότυπος Α27, ο 
οποίος αντιπροσώπευε το 9,1 % των βακτηρίων, έδειξε 100% ομοιότητα με το 
Vagococcus sp. MES18 που απομονώθηκε από τρόφιμα που είχαν υποστεί ζύμωση 
(Joshi & Koijam, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 98% με το Vagococcus 
fluvialis strain MS23 που προέρχονταν από ίζημα σε εκβολές ποταμού στην ΒΑ Αγγλία 
(Zhang et al. 2012). Ο φυλότυπος Α29, ο οποίος αντιπροσώπευε το 9,1 % των 
βακτηρίων, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το Lactobacillus fuchuensis strain 
MFPC41A28-08 το οποίο απομονώθηκε από βοδινό κρέας σε κενό (Lucquin et al. 
2012). Ο φυλότυπος Α30, ο οποίος αντιπροσώπευε το 9,1 % των βακτηρίων, 
παρουσίασε 99% ομοιότητα με το Carnobacterium sp. 'eilaticum 021211' το οποίο 
εντοπίστηκε σε καλλιέργεια από σφυρίδες που είχαν νοσήσει (Ucko & Colorni, 
αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το Carnobacterium divergens 
strain MFPC25A3001 το οποίο απομονώθηκε από βοδινό κρέας σε κενό (Lucquin et al. 
2012). Ο φυλότυπος Β47, ο οποίος αντιπροσώπευε το 9,1 % των βακτηρίων που 
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προσδιορίστηκαν φαινοτυπικά ως Shewanella putrefaciens, παρουσίασε 100% 
ομοιότητα με τον clone 219 από ακαλλιέργητο βακτήριο που προέρχονταν από 
χορτοφάγο κυπρίνο (Ctenopharyngodon idellus) (Wang & Wang, αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το Shewanella putrefaciens  strain NBRC 
101726 που προέρχονταν από συλλογή μικροοργανισμών της Ιαπωνίας (Nakagawa et 
al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Α33 αντιπροσώπευε την 
ομάδα των μικροοργανισμών που αποτελούσε το 70% της μικροβιακής σύνθεσης στους 
15 
o
C που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens (Πίν. 3.8). Το 
υπόλοιπο 30% δεν ταυτοποιήθηκε.  
Οι φυλότυποι Β19, Α33 ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς στα 
φιλέτα σε ατμόσφαιρα αέρα, και οι φυλότυποι Β9, Β19, Β48, Α33 ανήκαν στους 
κυρίαρχους μικροοργανισμούς στα φιλέτα σε ΜΑΡ. Επομένως, λαμβάνοντας υπόψη τη 
συνολική εικόνα που δόθηκε μέσω της κλασσικής και μοριακής προσέγγισης, οι 
κυρίαρχοι μικροοργανισμοί για τα φιλέτα αέρα ήταν το Pseudomonas fragi στους 0oC 
και στους 5oC και το Pseudomonas migulae strain P11 στους 15oC, ενώ για τα φιλέτα 
υπό ΜΑΡ ήταν το Pseudomonas veronii strain PDD-37b-8 στους 0oC, το Pseudomonas 
fragi σε συγκκυριαρχία με το Carnobacterium maltaromaticum strain MMF-32 στους 
5
o
C και το Pseudomonas migulae strain P11 στους 15oC. 
 
Μικροβιακός πληθυσμός στην ολόκληρη τσιπούρα 
Στους ολόκληρους ιχθύες, ο αριθμός των φυλοτύπων που εντοπίστηκαν ήταν 
μικρότερος σε σχέση με τα φιλέτα. Παρόλα αυτά, πραγματοποιήθηκε μία σχετικά καλή 
εκτίμηση για τους φυλότυπους που ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς οι 
οποίοι προέρχονταν από ιχθύες στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής και στο χρόνο 
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απόρριψης στους 0, 5 και 15 oC. Οι φυλότυποι που εντοπίστηκαν ήταν ο Α6, Α78, Α5, 
Α7 στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής, οι Α72, Α77, Α22 στο χρόνο απόρριψης 
στους 0 oC, ο Α8 στους 5oC και οι Α70, Α69, Α66 στους 15 oC. Οι φυλότυποι Α6, Α8, 
Α72 ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς που απομονώθηκαν από τους 
ολόκληρους ιχθύες στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής και στο χρόνο απόρριψης 
στους 5oC και 15oC, αντίστοιχα.   
Στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής, επικράτησαν τέσσερις (4) ομάδες 
μικροοργανισμών οι οποίες χαρακτηρίστηκαν φαινοτυπικά ως Acinetobacter 
baumannii/calcoaceticus (34,2%), Shewanella putrefaciens (28,9%), Pseudomonas 
fluorescens (26,3%) και Flavobacterium  damselae (10,5%) (Πίν. 3.9). Με την ανάλυση 
γονιδίου 16S rRNA, οι ομάδες βρέθηκε να αποτελούνται από το Pseudomonas fragi, το 
Shewanella putrefaciens, το Pseudomonas fluorescens και το Chryseobacterium 
shigense, αντίστοιχα. Συγκεκριμένα, ο φυλότυπος Α6 ο οποίος  αντιπροσώπευε την 
κυρίαρχη ομάδα μικροοργανισμών που απομονώθηκαν από τους ολόκληρους ιχθύες 
την ημέρα 0 και προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, έδειξε 99% 
ομοιότητα με το Pseudomonas fragi strain JCM 5477 που προέρχονταν από την 
Ιαπωνική συλλογή Μικροοργανισμών (Japan Collection of Microorganisms, JCM) 
5477 (Hirosawa,Wako, Saitama) (Oshida et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα). Ο 
φυλότυπος Α78, ο οποίος αντιπροσώπευε την ομάδα των μικροοργανισμών με ποσοστό 
28,9%, που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Shewanella putrefaciens, παρουσίασε 
100% ομοιότητα με τον clone 219 από ακαλλιέργητο βακτήριο που προέρχονταν από 
χορτοφάγο κυπρίνο (Ctenopharyngodon idellus) (Wang & Wang, αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το Shewanella putrefaciens  strain NBRC 
101726 που προέρχονταν από συλλογή μικροοργανισμών της Ιαπωνίας (Nakagawa et 
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al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Α5, ο οποίος 
αντιπροσώπευε την ομάδα των μικροοργανισμών με ποσοστό 26,3%, που 
προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, παρουσίασε 99% 
ομοιότητα με τον clone TM1831ObO5 από ακαλλιέργητο βακτήριο που προέρχονταν 
από τοίχο σπηλαίου καλυμμένο με λάβα (Northup et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα 
GENBANK) και με το Pseudomonas fluorescens strain M-T-TSA_35 το οποίο 
προέρχονταν από την εντερική οδό του εντόμου Rutilus rutilus (Skrodenyte-
Arbaciauskiene et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Α7, ο 
οποίος αντιπροσώπευε την ομάδα των μικροοργανισμών με ποσοστό 10,5%, που 
προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Flavobacterium  damselae, παρουσίασε 99% 
ομοιότητα με το Chryseobacterium sp. 8_R23573 το οποίο απομονώθηκε από νωπό 
κοτόπουλο (Charimba et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 98% με το 
Chryseobacterium shigense isolate 706B-08 το οποίο απομονώθηκε από το έντερο 
ιχθύος ιριδίζουσας πέστροφας (Oncorhynchus mykiss) (Zamora et al., αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK). 
 Στο χρόνο απόρριψης επικράτησαν πέντε (5) ομάδες μικροοργανισμών στους 
0
 o
C, τρεις (3) στους 5 oC και τέσσερις (4) στους 15oC.  Στους 0 oC, την ημέρα της 
απόρριψης (d16), οι τέσσερις (4) ομάδες (με ποσοστό 25%, 25%, 17,9%, 17,9%, η κάθε 
μία αντίστοιχα) χαρακτηρίστηκαν ως Pseudomonas fluorescens και η άλλη (με ποσοστό 
14,3%) ως Shewanella putrefaciens βάσει των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών (Πίν. 3). 
Ο φυλότυπος Α72 ο οποίος βρέθηκε να αντιπροσωπεύει την ομάδα των 
μικροοργανισμών με ποσοστό 25%, έδειξε 99% ομοιότητα με το Psychrobacter sp. CJ-
G-MA3 το οποίο εντοπίστηκε σε κόκκινο καβούρι (Chionoecetes japonicus) (Kim et 
al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το Psychrobacter immobilis 
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strain ATCC 43116 το οποίο προέρχονταν από σφάγειο πουλερικών (Deschaght et al. 
2012). Ο φυλότυπος Α77 ο οποίος βρέθηκε να αντιπροσωπεύει την ομάδα των 
μικροοργανισμών με ποσοστό 17,9%, έδειξε 100% ομοιότητα με το Psychrobacter sp. 
SON-1302 το οποίο προέρχονταν από χώμα που συλλέχθηκε από την πολιτεία Davis 
στην Ανταρκτική (Xiong & Yang, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 100% 
με το Psychrobacter cryohalolentis strain HWG-A20 που προέρχονταν από παγωμένο 
έδαφος στην Σακγάη (Hu & Feng 2012, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο 
φυλότυπος Α22 ο οποίος βρέθηκε να αντιπροσωπεύει την ομάδα των μικροοργανισμών 
με ποσοστό 14,3% που χαρακτηρίστηκε φαινοτυπικά ως Shewanella putrefaciens, 
έδειξε 99% ομοιότητα με το Shewanella morhuae strain U1417 το οποίο απομονώθηκε 
από μπακαλιάρο που προέρχονταν από τη θάλασσα της Βαλτικής στη Δαννία (Satomi 
et al. 2006). Οι φυλότυποι που αντιπροσωπεύουν τις άλλες δύο (2) ομάδες, που 
χαρακτηρίστηκαν φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, έδωσαν ελλιπή 
αποτελέσματα με αποτέλεσμα ένα σημαντικό ποσοστό των μικροοργανισμών (42,9%) 
να μην ταυτοποιηθεί με τις μοριακές καλλιεργητικές τεχνικές και την ανάλυση γονιδίου 
16S rRNA.    
 Στους 5 oC, με μοριακά χαρακτηρίστηκε η μία (1) από τις τρεις (3) ομάδες, η 
οποία αποτελούσε την κυρίαρχη ομάδα στην ολόκληρη τσιπούρα την ημέρα αλλοίωσης 
(d5) και προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas sp.. Ο φυλότυπος  Α8, ο οποίος 
βρέθηκε να αντιπροσωπεύει την ομάδα αυτή, παρουσίασε 99% ομοιότητα με το 
Pseudomonas sp. Pier7 που προέρχονταν από ρυπασμένο με βαρέα μέταλλα έδαφος 
(Colinon et al. 2013) και 99% με το Pseudomonas vranovensis strain MM1-5 που 
προέρχονταν από το σπήλαιο Mawsmai (Joshi & Banerjee, αδημοσίευτα αποτελέσματα 
GENBANK).  
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 Στους 15 oC, χαρακτηρίστηκαν οι τρεις (3) από τις τέσσερις (4) ομάδες. Ο 
φυλότυπος Α70, ο οποίος αντιπροσώπευε την κυρίαρχη ομάδα (50%) την ημέρα της 
απόρριψης (d2) που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Pseudomonas fluorescens, 
παρουσίασε 99% ομοιότητα με το Pseudomonas fluorescens strain M-T-TSA_84 το 
οποίο προέρχονταν από την εντερική οδό του εντόμου Rutilus rutilus (Skrodenyte-
Arbaciauskiene et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος Α69, ο 
οποίος αντιπροσώπευε την ομάδα με ποσοστό 4,2% που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά 
ως Pseudomonas fluorescens, έδειξε 99% ομοιότητα με το βακτήριο Pseudomonas sp. 
HSF20-13, το οποίο απομονώθηκε από νωπό ιχθύ υπό ψύξη (Fukuda et al., 
αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 99% με το Pseudomonas fragi strain JCM 
5435 από την συλλογή JCM 5435 (Oshida et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα 
GENBANK). Ο φυλότυπος Α66, ο οποίος αντιπροσώπευε την ομάδα με ποσοστό 
41,7% που προσδιορίσθηκε φαινοτυπικά ως Moraxella lacunata, παρουσίασε 99% 
ομοιότητα με το Pseudomonas migulae strain P11 (De Gelder et al. 2005).   
Οι φυλότυποι Α8 και Α70 ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς οι 
οποίοι απομονώθηκαν από εδώδιμο ιστό ολόκληρης τσιπούρας στο χρόνο απόρριψης 
μετά από συντήρηση στους 5oC και στους 15oC, αντίστοιχα. Επομένως, λαμβάνοντας 
υπόψη τη συνολική εικόνα που δόθηκε μέσω της κλασσικής και μοριακής προσέγγισης, 
οι κυρίαρχοι μικροοργανισμοί ήταν το Pseudomonas vranovensis strain MM1-5 στους 
5
oC και το Pseudomonas fluorescens strain M-T-TSA_84 σε συγκυριαρχία με το 
Pseudomonas migulae strain P11 στους 15oC. Στους 0oC, ο εντοπισμός των φυλοτύπων 
που ανήκαν στους κυρίαρχους μικροοργανισμούς ήταν αδύνατο να πραγματοποιηθεί 
διότι οι φυλότυποι (Α69, Α70) που εντοπίστηκαν ανήκαν σε μικροοργανισμούς που ο 
αριθμός τους ήταν ίσος με αυτούς που οι φυλότυποί τους δεν εντοπίστηκαν. Η κάλυψη 
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της πληροφορίας αυτής δόθηκε με την εφαρμογή της τεχνικής της κλωνοποίησης και 
αλληλούχισης του 16S rRNA γονιδίου σε προκαρυωτικό DNA απευθείας από τη σάρκα 
του ιχθύος.  
 
Ανάλυση γονιδίου 16S rRNA σε ιστό ιχθύος τσιπούρας στον πάγο, κλωνοποίηση 
και ταυτοποίηση με ανάλυση βιβλιοθήκης κλώνων 
 Συνολικά, δημιουργήθηκαν δύο βιβλιοθήκες κλώνων (βιβλιοθήκη κλώνων d0 
και βιβλιοθήκη κλώνων d16) από τις οποίες προέκυψαν και μελετήθηκαν 55 
αλληλουχίες οι οποίες προέρχονταν από τη σάρκα ολόκληρης τσιπούρας στην αρχή του 
εμπορικού χρόνου ζωής (d0) και 47 αλληλουχίες στο χρόνο απόρριψης (d16). Οι 
φυλότυποι SB-d0-2 και SB-d0-3 αποτέλεσαν τους κυρίαρχους φυλότυπους στη σάρκα 
του ιχθύος την ημέρα 0, με συχνότητες 34.7% και 59.2%, αντίστοιχα. Συγκεκριμένα, ο 
φυλότυπος SB-d0-2 παρουσίασε 100% ομοιότητα με τον clone 15-4-65 από 
ακαλλιέργητο βακτήριο (Chen et al., αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και με 
τον Acinetobacter sp. clone 3.29m14 από ακαλλιέργητο βακτήριο (Fang, αδημοσίευτα 
αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος SB-d0-3 παρουσίασε 99,9% ομοιότητα με 
τον gamma proteobacterium clone PEACE2006/173P3 ο οποίος προέρχονταν από 
ακαλλιέργητο βακτήριο του θαλάσσιου περιβάλλοντος (Van Oostende et al., 
αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και 99,9% με τον gamma proteobacterium 
clone OXIC-072 ακαλλιέργητου βακτηρίου που προέρχονταν από ρυπασμένο με 
πετρέλαιο ίζημα σε θαλάσσιο περιβάλλον στην Ισπανία (Acosta-Gonzalez et al. 2013). 
Οι δύο φυλότυποι βρέθηκε να έχουν τους ίδιους δύο χαρακτηρισμένους κοντινούς 
συγγενείς, τον Acinetobacter baumannii SDF (Vallenet et al. 2008) και τον 
Acinetobacter calcoaceticus subsp. anitratus (Phetrong et al. 2008).  
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 Ο SB-d16-3 αποτέλεσε τον επικρατέστερο φυλότυπο την ημέρα της 
απόρριψης (d16) με ποσοστό 28.6% έχοντας κοντινότερο χαρακτηρισμένο συγγενή 
κατά 99,8% το Aeromonas salmonicida strain CIP 57.50 (Σχ. 3.2). Ο φυλότυπος SB-
d16-6 εντοπίστηκε σε ποσοστό 9.5% και χαρακτηρίστηκε ως Shewanella putrefaciens-
like phylotype. Οι υπόλοιποι 4 φυλότυποι που εντοπίστηκαν (SB-d16-1,SB-d16-2, SB-
d16-5, SB-d16-13), αποτέλεσαν συνολικά το υπόλοιπο 44.8% και ανήκαν στην ομάδα 
των Pseudomonas sp. Αναλυτικότερα, ο φυλότυπος SB-d16-1 εντοπίστηκε με 
συχνότητα 9,5% και έδειξε 99,7% ομοιότητα με το Pseudomonas putida isolate 
PhyCEm-187 το οποίο απομονώθηκε από τη ριζόσφαιρα της πόας Lolium perenne 
(Jossi, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK). Ο φυλότυπος SB-d16-2 εντοπίστηκε 
με συχνότητα 14,3% και έδειξε 100% ομοιότητα με το Pseudomonas sp. DD1 το οποίο 
απομονώθηκε από τον εντερικό σωλήνα του κλαδοκερωτού Daphnia magna (Martin-
Creuzburg et al. 2011). Ο φυλότυπος SB-d16-5 εντοπίστηκε με συχνότητα 9,5% και 
έδειξε 99,5% ομοιότητα με τον clone A8 ακαλλιέργητου βακτηρίου που προέρχονταν 
από νωπό χοιρινό (Yun, αδημοσίευτα αποτελέσματα GENBANK) και βρέθηκε να έχει 
κοντινότερο χαρακτηρισμένο συγγενή, το βακτήριο Pseudomonas lundensis strain 
ATCC 49968 (Anzai et al. 2000).  Ο φυλότυπος SB-d16-13 εντοπίστηκε με συχνότητα 
9,5% και έδειξε 99,6% ομοιότητα με το Pseudomonas fluorescens strain LMG 14577 το 
οποίο απομονώθηκε από μολυσμένα νερά ποταμού στο Βέλγιο (Matthijs et al. 2012). 
Επομένως, οι κυρίαρχοι μικροοργανισμοί στην ολόκληρη τσιπούρα στο χρόνο 
απόρριψης μετά από συντήρηση στον πάγο 0oC ήταν τα Pseudomonas sp. σε 
συγκυριαρχία με το Aeromonas salmonicida strain CIP 57.50.   
 
  
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Τα Pseudomonas spp. φαίνεται να αποτελούν το μεγαλύτερο μέρος των 
κυρίαρχων αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, τόσο σε προϊόντα ιχθύος αποθηκευμένα σε 
ατμόσφαιρα αέρα (φιλέτο, ολόκληρο) όσο και σε ΜΑΡ (φιλέτο μόνο) και με τις δύο 
προσεγγίσεις (κλασσική και μοριακή). Εξαίρεση αποτέλεσε η περίπτωση της 
συντήρησης των φιλέτων σε ΜΑΡ στους 5oC, όπου το μεγαλύτερο ποσοστό της 
μικροβιακής σύνθεσης αποτελούνταν από είδη/στελέχη των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
με κυρίαρχο το C. maltaromaticum strain MMF-32. Επίσης, στην περίπτωση της 
συντήρησης ολόκληρης τσιπούρας στον πάγο, το A. salmonicida βρέθηκε να 
συγκυριαρχεί με τα Pseudomonas spp. στο χρόνο απόρριψης των ιχθύων.   
Τα Pseudomonas spp. έχουν χαρακτηρισθεί ως ειδικοί αλλοιωγόνοι 
μικροοργανισμοί των νωπών ιχθύων οι οποίοι συντηρούνται υπό αερόβιες συνθήκες σε 
χαμηλές θερμοκρασίες (Lima dos Santos 1981, Gram et al. 1989, Gram et al. 1990, 
Koutsoumanis & Nychas 1999, Koutsoumanis & Nychas 2000, Tryfinopoulou et al. 
2002), ενώ τα οξυγαλακτικά κυριαρχούν κυρίως σε συσκευασίες ΜΑΡ στις 
θερμοκρασίες αυτές (Lannelonque et al. 1982, Koutsoumanis & Nychas 1999). Το C. 
maltaromaticum και το A. salmonicida, έως σήμερα, δεν έχουν αναφερθεί ως ειδικοί 
αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί νωπών ιχθύων της Μεσογείου. Ωστόσο, τα 
Carnobacterium spp. αποτελούν σημαντικό μέρος της αλλοιωγόνου μικροβιακής 
σύνθεσης διάφορων αλιευμάτων όπως είναι η αποφλοιωμένη και μαγειρεμένη τροπική 
γαρίδα (Jaffrès et al. 2009) και ο σολομός σε MAP (60% CO2 and 40% N2) στους 5°C 
(Rudi et al. 2004), ενώ τα Aeromonas spp. αποτελούν σημαντικό μέρος της 
αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης τόσο σε νωπούς ιχθύες θαλασσινού όσο και σε 
γλυκού νερού στον πάγο (Gonzalez et al.2001, Hozbor et al. 2007).  
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 Οι κυρίαρχοι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί, λαμβάνοντας υπόψη τη μοριακή 
ταυτοποίηση, ως πλέον ακριβέστερη, έδειξαν ότι σε επίπεδο στελέχους, ήταν το P. fragi 
strain JCM 5396 στους 0 oC, P. fragi στους 5 oC και το P. migulae strain P11 στους 15 
o
C στα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα, ενώ το P. veronii strain PDD-37b-8 στους 0 oC, το 
C. maltaromaticum strain MMF-32 στους 5 oC και το Pseudomonas migulae strain P11 
στους 15 oC στα φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ. Στους ολόκληρους ιχθύες, οι κυρίαρχοι 
αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί που προέκυψαν ήταν το A. salmonicida strain CIP 57.50 
στους 0 oC (πάγος), το P. vranovensis strain MM1-5 στους 5 oC και το P. fluorescens 
strain M-T-TSA-84 στους 15 oC. Το P. fragi και P. fluorescens αποτελούν τα δύο 
κυρίαρχα είδη των Pseudomonas spp. που απαντώνται στους ιχθύες (Gennari & 
Dragotto 1992). Οι Lebert et al. (1998) αναφέρουν ότι το P. fragi επικρατεί έναντι του 
P. fluorescens, σε ιχθύες υπό θερμοκρασίες ψύξης, λόγω της μικρότερης φάσης 
προσαρμογής που παρουσιάζει το πρώτο σε σχέση με το δεύτερο. Πράγματι, στην 
παρούσα διατριβή το P. fragi επικράτησε ως αλλοιωγόνος μικροοργανισμός στα φιλέτα 
υπό αερόβιες συνθήκες σε χαμηλές θερμοκρασίες συντήρησης. Η αλλοιωγόνος 
μικροβιακή σύνθεση βρέθηκε να είναι διαφορετική σε διαφορετική ατμόσφαιρα από 
αυτή του αέρα (ΜΑΡ) και σε υψηλή θερμοκρασία (15 oC). Το  P. veronii και το C. 
maltaromaticum βρέθηκε να επικρατούν ως αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί στα φιλέτα 
σε ΜΑΡ στους 0 oC και 5 oC αντίστοιχα. Η χρήση χαμηλής συγκέντρωσης Ο2 (10%) 
φαίνεται να ευθύνεται για την επιλογή των μικροοργανισμών αυτών στη συσκευασία 
ΜΑΡ σε σχέση με την αποθήκευση στη συσκευασία αέρα στις θερμοκρασίες αυτές. 
Είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία ότι η επιλογή διαφορετικών βακτηριακών ειδών ή 
στελεχών οφείλεται στις διαφορετικές συνθήκες θερμοκρασίας και ατμόσφαιρας οι 
οποίες επικρατούν κατά τη συντήρηση (Leisner & Gram 1999). Επιπλέον, η επιλογή 
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του P. migulae στους 15 oC στα φιλέτα και στις δύο ατμόσφαιρες φαίνεται να συνδέεται 
με την αποθήκευση σε υψηλή θερμοκρασία. Είναι γνωστό ότι η συσκευασία σε ΜΑΡ 
δεν επιδρά στη μικροβιακή σύνθεση των αλιευμάτων κατά τη συντήρηση σε υψηλές 
θερμοκρασίες (Koutsoumanis et al. 2000). Επίσης, η αλλοιωγόνος μικροβιακή σύνθεση 
βρέθηκε να είναι διαφορετική στην ολόκληρη τσιπούρα σε σχέση με αυτή που βρέθηκε 
να επικρατεί στα φιλέτα στις ίδιες συνθήκες συντήρησης. Διαφορετικά είδη των 
Pseudomonas spp. βρέθηκε να επικρατούν στην ολόκληρη τσιπούρα σε σχέση με αυτά 
που επικρατούν στα φιλέτα. Αυτό πιθανόν να οφείλεται στις διαφορετικές μεταχειρίσεις 
των ολόκληρων και των φιλέτων από την υδατοκαλλιέργεια και τη βιομηχανία. Η 
παρουσία του A. salmonicida στους ολόκληρους ιχθύες στον πάγο φαίνεται να 
οφείλεται κυρίως στο ότι τα φιλέτα και οι ολόκληροι ιχθύες προέρχονταν από 
διαφορετικές παρτίδες ιχθύων οι οποίοι εξαλιεύθηκαν σε διαφορετικά χρονικά 
διαστήματα.  
 Στον Ελλαδικό χώρο δεν υπάρχει καμία μελέτη σχετικά με τη διερεύνηση της 
ολικής μικροβιακής ποικιλότητας με κλασσικές τεχνικές, μοριακές καλλιεργητικές ή 
μοριακές-μη καλλιεργητικές τεχνικές όπως η εκχύλιση DNA απευθείας από τη σάρκα 
των ιχθύων για να μπορεί να γίνει κάποια σύγκριση. Οι Tryfinopoulou et al. (2002) 
μελέτησαν την ποικιλότητα των Pseudomonas που απομονώθηκαν στο εκλεκτικό υλικό 
CFC χρησιμοποιώντας κλασσικές τεχνικές καθώς και τη μέθοδο της ηλεκτροφόρησης 
των κυτταρικών πρωτεϊνών σε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου με δωδεκανοθειϊκό νάτριο 
(SDS-PAGE analysis), όπου βρέθηκε ότι τα P. lundensis και P. fluorescens αποτέλεσαν 
τους κυρίαρχους μικροοργανισμούς που απομονώθηκαν με το CFC στο χρόνο 
απόρριψης της τσιπούρας στον πάγο. Στην παρούσα διατριβή, τα P. lundensis βρέθηκε 
να αποτελούν μέρος της κυρίαρχης μικροβιακής σύνθεσης κατά την αλλοίωση της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
66 
 
τσιπούρας στον πάγο, ενώ το το A. salmonicida βρέθηκε να αποτελεί τον κυρίαρχο 
μικροοργανισμό. Η χρήση διαφορετικών τεχνικών φαίνεται να ευθύνεται για τις 
διαφορές που προέκυψαν μεταξύ της παρούσας διατριβής και της παραπάνω μελέτης 
κατά τη διερεύνηση της κυρίαρχης αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης της τσιπούρας 
στον πάγο. Οι μοριακές μη-καλλιεργητικές τεχνικές, όπως αυτή της παρούσας 
διατριβής, έχουν αποδειχθεί αποτελεσματικότερες σε σχέση με τις μοριακές 
καλλιεργητικές τεχνικές, διότι αποκαλύπτουν πολλές φορές μικροοργανισμούς οι 
οποίοι αδυνατούν να αναπτυχθούν σε κάποια θρεπτικά υλικά (Schirmer et al. 2009, 
Rasolofo et al. 2010). 
Επιπρόσθετα, νέοι βακτηριακοί τύποι οι οποίοι φαίνεται να συγκυριαρχούν με 
τα Pseudomonas spp. αναδείχτηκαν μέσω της μοριακής προσέγγισης μόνο. Στην 
περίπτωση των φιλέτων, τα Pseudomonas fragi βρέθηκε να συγκυριαρχούν με το C. 
maltaromaticum strain MMF-32, το οποίο αναγνωρίσθηκε ως ο κυρίαρχος αλλοιωγόνος 
μικροοργανισμός σε επίπεδο στελέχους στους 5oC υπό συνθήκες ΜΑΡ με τις μοριακές 
καλλιεργητικές τεχνικές (ανάλυση γονιδίου 16S rRNA σε καλλιέργιες από τρυβλία). 
Παρόλα αυτά, όπως αναφέρθηκε παραπάνω, οι καλλιεργητικές τεχνικές παρουσιάζουν 
μειονεκτήματα. Για το λόγο αυτό θα πρέπει να πραγματοποιηθούν επιπρόσθετες 
μελέτες με τη χρήση μοριακών μη-καλλιεργητικών τεχνικών. Με τον τρόπο αυτό θα 
δωθεί με μεγαλύτερη ακρίβεια η απάντηση για το αν το C. maltaromaticum μπορεί να 
αποτελέσει κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό των ιχθύων της Μεσογείου σε ΜΑΡ. 
Στην ολόκληρη τσιπούρα, τα Pseudomonas spp. βρέθηκε να συγκυριαρχούν με 
το A. salmonicida strain CIP 57.50 στον πάγο (0oC), με τις μοριακές-μη καλλιεργητικές 
τεχνικές (απευθείας εκχύλιση DNA από τη σάρκα του ιχθύος). Η τεχνική αυτή 
εφαρμόσθηκε για πρώτη φορά στην Ελλαδα σε τρόφιμα, αναδεικνύοντας το A. 
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salmonicida ως ένα νέο πιθανό κυρίαρχο μικροοργανισμό στα αλιεύματα ο οποίος δεν 
ταυτοποιήθηκε με τις καλλιεργητικές τεχνικές (κλασσικές & ανάλυση γονιδίου σε 
καλλιέργειες από τρυβλία). Ωστόσο, ο χαρακτηρισμός του ως κυριάρχου αλλοιωγόνου 
μένει να διελευκανθεί. Το A. salmonicida είναι ένα γνωστό παθογόνο βακτήριο το 
οποίο προσβάλλει την τσιπούρα υδατοκαλλιέργειας (Zorrilla et al. 2003). Παρόλα αυτά 
ήταν ο μικροοργανισμός που συγκυριάρχησε με τα Pseudomonas spp. κατά την 
αλλοίωση της ολόκληρης τσιπούρας στον πάγο. Δεν υπάρχει μέχρι στιγμής κάποια 
μελέτη σχετικά με το δυναμικό και την ικανότητα αλλοιωσης (spoilage potential and 
spoilage activity) του A. salmonicida.  
Επίσης, τα P. immobilis και τα P. cryohalolentis βρέθηκε να αποτελούν ένα 
πολύ σημαντικό ποσοστό της μικροβιακής σύνθεσης στην ολόκληρη τσιπούρα στον 
πάγο, με τις μοριακές-καλλιεργητικές τεχνικές. Τα βακτήρια αυτά βρέθηκε να 
αποτελούν, μαζί με τα Pseudomonas spp., σημαντικό ποσοστό της αλλοιωγόνου 
μικροβιακής σύνθεσης του χονδρο-ιχθύος ρίνας (Raja sp.) στον πάγο με παρόμοιες 
τεχνικές στην Β. Ευρώπη (Broekaert et al. 2012).  
Στους ιχθύες της Μεσογείου, οι συσκευασίες ΜΑΡ, εκτός των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων, ευνοούν την αύξηση του B. thermosphacta (Drosinos & Nychas 1996, 
Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999). Το B. thermosphacta, παρόλο που 
απαριθμήθηκε σε υψηλούς σχετικά πληθυσμούς στο εκλεκτικό υλικό STAA, δεν 
απομονώθηκε σε καμία εκ των περιπτώσεων στην παρούσα μελέτη. Το πιο πιθανό είναι 
να μειονεκτεί να αναπτυχθεί σε υλικό γενικής χρήσης όπως είναι το TSA. Οι Broekaert 
et al (2011) ταυτοποίησαν μοριακά (με αλληλούχιση των γονιδίων 16S rRNA και gyrB 
καθώς και με ανάλυση DGGE) μικροοργανισμούς που προέρχονταν από διάφορα είδη 
ιχθύων αποθηκευμένα στον πάγο, μετά από απομόνωση αυτών σε διάφορα θρεπτικά 
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υλικά γενικής χρήσης (PCA, MA, LH, Lyngby IA, MA και LH με 1% NaCl). Από τις 
αναλύσεις προέκυψε ότι ορισμένοι μικροοργανισμοί των γενών Shewanella, Vibrio, 
Aliivibrio, Photobacterium, Pseudoalteromonas και Psychrobacter, καθώς και το P. 
phosphoreum, S. baltica και P. fluorescens δεν αυξήθηκαν στο PCA, ενώ αυξήθηκαν 
στα υπόλοιπα υλικά που μελετήθηκαν. Τα LH και MA έδωσαν τα καλύτερα 
αποτελέσματα, παρόλο που και σε αυτά κάποιοι μικροοργανισμοί, όπως είναι το P. 
fragi και το Acinetobacter sp., δεν αυξήθηκαν. Επομένως, η αύξηση του B. 
thermosphacta σε υλικά γενικής χρήσης αλλά και στο εκλεκτικό υλικό STAA χρήζει 
περαιτέρω διερεύνησης με τα πλέον σύγχρονα μοριακά εργαλεία. Επιπλέον, η αδυναμία 
αύξησης σημαντικών μικροοργανισμών στα θρεπτικά υλικά μπορεί να καλυφθεί πλέον 
με την εφαρμογή μη καλλιεργητικών τεχνικών.  
Η ταυτοποίηση των μικροοργανισμών με κλασσική και μοριακή προσέγγιση 
έδειξε ότι τις περισσότερες φορές, οι δύο προσεγγίσεις συμπίπτουν σε επίπεδο γένους 
ή/και είδους, αλλά ταυτόχρονα ένα σημαντικό ποσοστό βρέθηκε να παρουσιάζει μία 
τελείως διαφορετική εικόνα. Η εκτίμηση αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα ότι οι μοριακές 
τεχνικές και ιδιαίτερα η ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA αποτελεί ένα σημαντικό 
εργαλείο για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιεύματα, καλύπτοντας 
την πληροφορία που διαφεύγει των κλασσικών τεχνικών.  Επίσης, διαπιστώνεται για 
ακόμα μία φορά ότι η μελέτη με μοριακές μεθόδους αποδεικνύεται 
αποτελεσματικότερη για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών, σε αντίθεση με τη 
χρήση των κλασσικών μεθόδων, οι οποίες πολλές φορές παρέχουν ελλιπή 
αποτελέσματα (Baumann et al. 1972, Molin και Ternstrom 1986, Christensen et al. 
1994). 
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Η διερεύνηση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και η επιβεβαίωση της 
ύπαρξης και άλλων μικροοργανισμών στα αλιευτικά προϊόντα με την εφαρμογή των 
σύγχρονων τεχνικών φαίνεται να αποτελεί ένα επιπλέον βήμα για την βαθύτερη 
κατανόηση της διαδικασίας της αλλοίωσης. Η διερεύνηση της αλλοιωγόνου δυναμικής 
των μικροοργανισμών αυτών, δηλαδή της ικανότητάς τους να παράγουν ουσίες οι 
οποίες οδηγούν στην οργανοληπτική απόρριψη, αποτελεί το επόμενο βήμα.  
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Πίνακας 3.1. Χρόνος οργανοληπτικής απόρριψης και επίπεδο μικροβιακού πληθυσμού 
ολόκληρων ιχθύων και φιλέτων τσιπούρας υπό διάφορες συνθήκες συντήρησης. 
Προϊόν 
Θερμοκρασία 








0 (πάγος) 16 7,75 
5 5 7,56 
15 2 7,68 
Φιλέτα σε αερόβιες 
συνθήκες 
0 14 7,78 
5 5 7,75 
15 2 7,53 
Φιλέτα σε ΜΑΡ 
0 18 7,75 
5 8 7,94 
15 2 8,30 
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Πίνακας 3.2. Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αποικιών που απομονώθηκαν σε TSA από τη 
σάρκα νωπών ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας. Σε παρένθεση παρουσιάζεται η δεκαδική αραίωση 





Σχήμα Οξειδάση Καταλάση H L TMAO H2S 
 Αρχική μικροβιακή σύνθεση ολόκληρης τσιπούρας (αραίωση -1) 
 13 - β + + Ο - - 
 11 - β + + - + + 
 10 - β + + Ο - - 
 4 - β + + Ο - - 
 Αλλοιωγόνος μικροβιακή σύνθεση ολόκληρης τσιπούρας (αραίωση -5) 
0
ο
C 7 - β + + - - - 
 7 - β + + - - - 
 5 - β + + - - - 
 5 - β + + - - - 
 4 - β + + - + + 
5
ο
C 10 - β + + Ο - - 
 7 - β + + - + + 




12 - β + + Ο - - 
 10 - β + + Ο - - 
 1 - β + + Ο - - 
 1 - β + + - + + 
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Πίνακας 3.3. Φαινοτυπικά χαρακτηριστικά των αποικιών που απομονώθηκαν σε TSA από  τη 
σάρκα νωπών φιλέτων ιχθύος τσιπούρας. Σε παρένθεση παρουσιάζεται η δεκαδική αραίωση 





Σχήμα Οξειδάση Καταλάση H L 
 
TMAO H2S 
 Αρχική μικροβιακή σύνθεση φιλέτων τσιπούρας (αραίωση -1) 
 11 - β + + Ο - - 
 6 - β + + Ο - - 
 6 + κ + + - - - 
 4 - β + + - - - 
 4 - β + + - - - 
 Αλλοιωγόνος μικροβιακή σύνθεση σε φιλέτα υπό συνθήκες αέρα (αραίωση -5) 
0
ο
C 20 - β + + Ο - - 
 6 - β + + Ο - - 
 4 - β + + - + + 
5
ο
C 15 - β + + Ο - - 
 7 - β + + Ο - - 
 6 - β + + Ο - - 
15
ο
C 10 - β + + - - - 
 3 - β + + Ο - - 
 3 - β + + Ο - - 
 1 - β + + Ο - - 
 Αλλοιωγόνος μικροβιακή σύνθεση σε φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ (αραίωση -5) 
0
ο
C 17 - β + + Ο - - 
 11 - β + + Ζ - - 
5
ο
C 11 - β + + Ο - - 
 5 - β + + Ο - - 
 12 + κ/β - - Ζ - - 
 4 + κ/β - - Ζ - - 
 4 + κ/β - - Ζ - - 
 4 + κ/β - - Ζ - - 





7 - β + + Ο - - 
 3 - β + + Ο - - 
β: βάκιλλος, κ: κόκκος, Ο: οξειδωτικός μεταβολισμός, Ζ: ζυμωτικός μεταβολισμός, (-):  
αρνητική αντίδραση ή καμία μεταβολή, (+): θετική αντίδραση. *αρ. -6   
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(κωδικός GenBank) (ομοιότητα) 
Κοντινότερος χαρακτηρισμένος συγγενής 
(κωδικός GenBank) (ομοιότητα) 
Φ Ο Φ Ο Φιλέτο Ολόκληρο Φιλέτο Ολόκληρο 
B1 Α5 2,7 11,8 











B2 Α6 2,7 11,8 
clone SB-d16-1 
(JQ664575) (97%) 




strain LMG 14577 
(GU198122) (97%) 
Pseudomonas fragi strain: 
JCM 5477 
(AB685683)(99%) 










isolate 706B-08 (FR872752) 
(98%) 
B6 Α8* 2,7 5,9 
Psychrobacter sp. C16 
(DQ646864) (99%) 







strain MM1-5 (JX144946) 
(99%) 
B8 Α22* 2,7 5,9 
Psychrobacter sp. FI 1008 
(JQ691535) (99%) 






Shewanella morhuae strain 
U1417 
(NR041299)(99%) 
B9 Α66* 16,0  
Pseudomonas sp. HC4-1 
(JF313000) (99%) 





Pseudomonas migulae strain 
P11 
(AY972167) (99%) 
B19 Α69* 29,3 11,8 
Pseudomonas sp. FI 1029 
(JQ691536) (99%) 
Pseudomonas sp. HSF20-13 
(AB705302) (99%) 

































strain ATCC 43116 
(HQ698589)(99%) 
B47 A77 2,7 11,8 clone 219 (FR853471) Psychrobacter sp. SON-1302 Shewanella putrefaciens Psychrobacter cryohalolentis 
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 strain: NBRC 101726 
(AB681550) (99%) 
A27  2,7 11,8 
























































 1,3  





strain MM1-5 (JX144946) 
(99%) 
 
*κοινοί φυλότυποι μεταξύ φιλέτων και ολόκληρων ιχθύων 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
75 
 
Πίνακας 3.5 Ταυτοποίηση της αρχικής μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων τσιπούρας με 
τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των μικροοργανισμών, τη μέθοδο του 
συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. 









Με ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA 





συγγενής από Blast database 
(κωδικός GenBank) (ομοιότητα) 





Pseudomonas fluorescens strain 
DF41TB 
(JN642252) (99%) 
ΙΙ 6 (2) 19.5 Micrococcus sp. 
Macrococcus caseolyticus strain 
YSY1-12 
(GU197537) (99%) 
ΙΙΙ 6 (2) 19.5 
Pseudomonas 
fluorescens 
Pseudomonas fluorescens strain 
LMG 14577 
(GU198122) (97%) 





22219 (EU090718) (99%) 
V 4 (2) 13.0 
Pseudomonas 
fluorescens 
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Πίνακας 3.6. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων τσιπούρας 
στους 0oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των μικροοργανισμών, τη μέθοδο 
του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. Α: Αέρας, Μ: ΜΑΡ 




& μοριακή (παρένθεση) 
προσέγγιση 
Με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά & ΑΡΙ 
Με ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA 




συγγενής από Blast database 
(κωδικός GenBank) 
(ομοιότητα) 
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Πίνακας 3.7. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων τσιπούρας 
στους 5oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των μικροοργανισμών, τη μέθοδο 
του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. Α: Αέρας, Μ: ΜΑΡ 




& μοριακή (παρένθεση) 
προσέγγιση 
Με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά & ΑΡΙ 
Με ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA 




συγγενής από Blast database 
(κωδικός GenBank) (ομοιότητα) 



























































































































Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
78 
 
Πίνακας 3.8. Ταυτοποίηση της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης φιλέτων ιχθύων τσιπούρας 
στους 15oC με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών των μικροοργανισμών, τη 
μέθοδο του συστήματος API και με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. Α: Αέρας, Μ: ΜΑΡ 




& μοριακή (παρένθεση) 
προσέγγιση 
Με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά & ΑΡΙ 
Με ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA 




συγγενής από Blast database 
(κωδικός GenBank) 
(ομοιότητα) 
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Πίνακας 3.9. Ταυτοποίηση της αρχικής και της αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης 
ολόκληρων ιχθύων τσιπούρας με φαινοτυπικά χαρακτηριστικά, τη μέθοδο του συστήματος API 
και την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA. 
**δεν ταυτοποιήθηκαν  
Αριθμός & ποσοστό 
αποικιών που 
ταυτοποιήθηκαν με 
κλασσική & μοριακή 
(παρένθεση) προσέγγιση 
Με φαινοτυπικά 
χαρακτηριστικά & ΑΡΙ 
Με ανάλυση γονιδίου 16S 
rRNA 






από Blast database 
(κωδικός GenBank) 
(ομοιότητα) 
D0 13 (2) 34,2 
Acinetobacter  
baumannii/calcoaceticus 
Pseudomonas fragi strain: 
JCM 5477 (AB685683)(99%) 




 11 (2) 28,9 Shewanella putrefaciens 
Shewanella putrefaciens 
 strain: NBRC 101726 
(AB681550) (99%) 
 4 (1) 10,5 Flavobacterium  damselae 
Chryseobacterium shigense 
706B-08 (FR872752) (98%) 
 7 25,0 Pseudomonas fluorescens ** 
0
ο
C 7 (2) 25,0 Pseudomonas fluorescens 
Psychrobacter immobilis strain 
ATCC 43116 
(HQ698589)(99%) 




 5 17,9 Pseudomonas fluorescens ** 
 4 (1) 14,3 Shewanella putrefaciens 
Shewanella morhuae strain 
U1417 (NR041299) (99%) 
5
ο
C 10 (1) 55,6 Pseudomonas sp. 
Pseudomonas vranovensis 
strain MM1-5 (JX144946) 
(99%) 
 7 38,9 Shewanella putrefaciens ** 
 1 5,6 Pseudomonas sp. ** 
15
ο
C 12 (2) 50,0 Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas fluorescens 
strain M-T-TSA_84 
(JQ795779 ) (99%) 
 1 (1) 4,2 Pseudomonas fluorescens 
Pseudomonas fragi 
strain: JCM 5435 
(AB685646) (99%) 
 10 (2) 41,7 Moraxella lacunata 
Pseudomonas migulae strain 
P11 (AY972167) (99%) 
 1  Shewanella putrefaciens ** 
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Σχήμα  3.1. Neighbor-joining φυλογενετικό δέντρο βασισμένο στις αλληλουχίες 16S rRNA που 
προέκυψαν από τους μικροοργανισμούς οι οποίοι απομονώθηκαν από φιλέτα υπό συνθήκες 
αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15oC και των αλληλουχιών των πλησιέστερων χαρακτηρισμένων 
συγγενών (850 ζ.β.). Το Persephonella marina χρησιμοποιήθηκε ως ρίζα. Ο έλεγχος της 
στατιστικής εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε 1000 φορές με τη μέθοδο bootstrap.  
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Σχήμα 3.2. Neighbor-joining φυλογενετικό δέντρο βασισμένο στις αλληλουχίες 16S rRNA που 
προέκυψαν απευθείας από τη σάρκα ολόκληρης τσιπούρας στην αρχή του εμπορικού χρόνου 
ζωής και στο χρόνο απόρριψης στον πάγο (0oC) και των αλληλουχιών των πλησιέστερων 
συγγενών (850 ζ.β.). Το Fucophilus fucoidanolyticus έχει χρησιμοποιηθεί ως ρίζα. Ο έλεγχος 
της στατιστικής εγκυρότητας της τοπολογίας του δένδρου έγινε 1000 φορές με τη μέθοδο 
bootstrap.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. Μικροβιακή αύξηση και μεταβολική δραστηριότητα 
των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε διάφορες συνθήκες  
 
4.1 Εισαγωγή 
Η δράση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών έχει ως αποτέλεσμα την 
παραγωγή μεταβολιτών οι οποίοι συνδέονται με την υποβάθμιση των οργανοληπτικών 
χαρακτηριστικών των ιχθύων. Οι μικροοργανισμοί αυτοί παράγουν ουσίες οι οποίες 
είναι υπεύθυνες για τη δημιουργία δυσάρεστων οσμών με συνέπεια την οργανοληπτική 
απόρριψη των αλιευτικών προϊόντων όταν ο πληθυσμός τους φθάσει σε υψηλά επίπεδα 
της τάξης των 7-9 log cfu/g (Dalgaard et al. 1993, Gram & Huss 1996, Huis in't Veld 
1996). Επομένως, η οσμή αποτελεί τον κυριότερο δείκτη αξιολόγησης της φρεσκότητας 
(Selli et al. 2006, Selli & Cayhan 2009). Διάφορες ουσίες με χαρακτηριστική μυρωδιά 
όπως είναι η τριμεθυλαμίνη (TMA), πτητικές θειούχες ενώσεις, αλδεϋδες, κετόνες, 
εστέρες και άλλες μικρού μοριακού βάρους ουσίες παράγονται κατά τη διάρκεια της 
αλλοίωσης των ιχθύων (Gram & Huss 1996). Το TMAO, αμινοξέα που περιέχουν θείο 
(υπεύθυνα για το σχηματισμό θειούχων ενώσεων και αμμωνίας), υδατάνθρακες, 
νουκλεοτίδια (π.χ. ινοσίνη) και άλλες μη πρωτεϊνικές αζωτούχες ενώσεις αποτελούν τις 
πρόδρομες ουσίες για την παραγωγή των πτητικών ουσιών στα αλιεύματα (Gram & 
Huss 1996).  
Οι κυριότερες χημικές μέθοδοι που χρησιμοποιούνται ευρέως για την εκτίμηση 
της αλλοιωγόνου δυναμικής των μικροοργανισμών είναι ο προσδιορισμός του TVB-N, 
του TMA αλλά και των βιογενών αμινών. Όμως, η αδυναμία του ακριβούς 
προσδιορισμού του σταδίου αλλοίωσης με την εφαρμογή των παραπάνω μεθόδων έχει 
οδηγήσει στην αναζήτηση πιο αξιόπιστων μεθόδων. Ο προσδιορισμός των διάφορων 
πτητικών ουσιών που παράγονται κατά τη διάρκεια της συντήρησης ενός αλιευτικού 
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προϊόντος και ευθύνονται για τις διάφορες χαρακτηριστικές οσμές, με σκοπό τη χρήση 
αυτών ως δείκτες αλλοίωσης αποτελεί τη νέα τάση για μελέτη (Joffraud et al. 2001, 
Jorgensen et al. 2001, Chung et al. 2002, Duflos et al. 2006, Edirisinghe et al. 2007, 
Jonsdottir et al. 2008, Soncin et al. 2008, Selli & Cayhan 2009, Iglesias et al. 2010).  
Ο στόχος του κεφαλαίου αυτού είναι η μελέτη της μικροβιακής αύξησης των 
κύριων αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, η παραγωγή μεταβολιτών όπως TVB-N, TMA, 
βιογενείς αμίνες καθώς και η συσχέτιση με τις οργανοληπτικές μεταβολές και το χρόνο 
απόρριψης φιλέτων αποθηκευμένων υπό διάφορες συνθήκες συντήρησης. Επίσης, οι 
πληροφορίες από αυτή την ενότητα αφορούν τη διερεύνηση νέων πιθανών χημικών 
δεικτών όπως είναι οι πτητικοί μεταβολίτες οι οποίοι, ως γνωστόν, έχουν άμεση σχέση 
με την οσμή των προϊόντων. Επιπλέον, με τη χρήση μοντέλων υποστρωμάτων από 
ζωμό ιχθύος τσιπούρας μελετήθηκε η παραγωγή πτητικών μεταβολιτών, από κάθε 
κατηγορία αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, με σκοπό να διερευνηθεί η συνεισφορά του 
καθενός στην εύρεση πιθανών χημικών δεικτών αλλοίωσης. 
 
4.2 Υλικά και Μέθοδοι 
4.2.1 Γενικός πειραματικός σχεδιασμός 
Στο παρόν κεφάλαιο, σε φιλέτα αποθηκευμένα σε τρεις (3) θερμοκρασίες (0, 5 
και 15 οC) και δύο (2) ατμόσφαιρες (αέρα και ΜΑΡ), πραγματοποιήθηκε 
παρακολούθηση των πληθυσμιακών μεταβολών των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών 
καθώς και του προφίλ των παραγόμενων χημικών δεικτών αλλοίωσης όπως TVB-N, 
TMA, βιογενείς αμίνες και πτητικές ουσίες. 
Κατόπιν σε δεύτερο πείραμα πραγματοποιήθηκε ενοφθαλμισμός των 
κυριότερων αλλοιωγόνων σε στείρα μοντέλα υποστρώματα με σκοπό την 
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παρακαλούθηση των πληθυσμιακών μεταβολών καθώς και των παραγόμενων πτητικών 
μεταβολιτών, ώστε να προσδιοριστούν οι πτητικοί μεταβολίτες που παράγονται από 
μικροβιολογική δρστηριότητα των συγκεκριμένων αλλοιωγόνων μικροοργανισμών. 
 
4.2.2. Προέλευση φιλέτων 
Φιλέτα τσιπούρας βάρους περίπου 100-120 γρ, συσκευάσθηκαν σε δισκάκια 
από διογκωμένη πολυστερίνη απορροφητικά (SIRAP GEMA) με πλαστικό φιλμ BDF 
8050F (SEALED AIR)  σε συνθήκες αέρα και μίγματος αερίων (MAP: CO2: 60%, O2: 
10%, N2: 30%) από ελληνική βιομηχανία στην Αττική (ΔΙΑΣ). Τα δείγματα 
μεταφέρθηκαν σε ισοθερμικά κιβώτια εντός τεσσάρων ωρών στο εργαστήριο του 
Τμήματος Γεωπονίας Ιχθυολογίας και Υδάτινου Περιβάλλοντος του Πανεπιστημίου 
Θεσσαλίας, στο Βόλο όπου αποθηκεύθηκαν στους 0,5 και 15 οC.  
 
4.2.3. Στερεά μοντέλα υποστρώματα από ζωμό ιχθύος τσιπούρας  
4.2.3.1. Προετοιμασία μοντέλων υποστρωμάτων 
Τα μοντέλα υποστρώματα από ζωμό ιχθύος τσιπούρας (Fish Juice Agar -FJA) 
προετοιμάσθηκαν μετά από τροποποίηση της μεθόδου κατά Dalgaard (1995). Η 
διαδικασία ήταν η εξής: 250 g ιχθύος τσιπούρας κόβονταν σε πολύ μικρά κομμάτια, 
προστίθονταν σε 250 ml απιονισμένου νερού και ομογενοποιούνταν για 2 min σε 
συσκευή τύπου Stomacher (Bug Mixer, Interscience, London, UK). Στη συνέχεια, 
πραγματοποιούνταν διήθηση του ιχθυο-ζωμού μέσω διάτρητου υφάσματος (τούλι) σε 
κωνική φιάλη και ακολουθούσε βρασμός για 5 min. Ο ιχθυο-ζωμός αφήνονταν να 
αποκτήσει θερμοκρασία περιβάλλοντος και ακολουθούσε φιλτράρισμα με ηθμό 
Whatman No.1. Έπειτα, προστίθονταν 0.10 M ρυθμιστικού διαλύματος (0.056 M 
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H2KPO4 και 0.044 M HK2PO4) και ρύθμιση του pH στο 6.5 με NaOH/HCl. 
Ακολουθούσε βρασμός στους 100°C για 30 min. Τέλος, προστίθονταν αποστειρωμένο 
εναιώρημα άγαρ 3.0% στον ιχθυο-ζωμό σε αναλογια 1/1 έτσι ώστε η συγκέντρωση του 
αγαρ στο τελικό υλικό να είναι 1.5% και κατόπιν το περιεχόμενο μοιράζονταν (ανά 
20ml περίπου) σε τρυβλία.   
 
4.2.3.2. Προετοιμασία εμβολίου, ενοφθαλμισμός, συσκευασία και αποθήκευση 
μονοκαλλιεργειών σε μοντέλων ιχθύος  
Ανανεωμένες καλλιέργειες ταυτοποιημένων μικροοργανισμών που 
απομονώθηκαν από ιχθύες τσιπούρας (βλέπε Κεφ. 3) : Pseudomonas spp. 
(Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas fragi, Pseudomonas vranovensis, 
Pseudomonas migulae), Shewanella spp. (Shewanella putrefaciens, Shewanella 
morhuae) και οξυγαλακτικά βακτήρια (Carnobacterium maltaromaticum, Lactobacillus 
fuchuensis, Carnobacterium divergens) χρησιμοποιήθηκαν για τον ενοφθαλμισμό των 
μοντέλων υποστρωμάτων. O αρχικός πληθυσμός κάθε εμβολίου ήταν περίπου 5*103 
cfu/g. Οι ενοφθαλμισμοί πραγματοποιήθηκαν σε μονοκαλλιέργειες, θεωρώντας ως 
μονοκαλλιέργεια την κάθε ομάδα αλλοιωγόνων όπως αναφέρεται παραπάνω. 
Ακολουθούσε συσκευασία και αποθήκευση των ενοφθαλμισμένων μοντέλων στις ίδιες 
συνθήκες με τα φιλέτα (αέρας και ΜΑΡ - CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30% ) στους 0, 5 και 
15
ο
C. Η συσκευασία πραγματοποιήθηκε σε συσκευαστικό τύπου Henkovac 1900 του 
εργαστηρίου Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, του Τμήματος Επιστήμης 
και Τεχνολογίας Τροφίμων, Γεωπονικό Πανεπιστήμιο Αθηνών.  
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4.2.3. Μικροβιολογική ανάλυση φιλέτων 
Σε κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν διπλά δείγματα σάρκας των 25g, από δύο 
διαφορετικές συσκευασίες (n=2x2=4), μεταφέρονταν ασηπτικά σε αποστειρωμένες 
σακούλες, προστίθονταν 225 ml Maximum Recovery Diluent (MRD-NACL 0,85% και 
0,1% Peptone) και ακολουθούσε ομογενοποίηση για 2 λεπτά σε συσκευή τύπου 
Stomacher (Bug Mixer, Interscience, London, UK). Οι μικροοργανισμοί που 
απαριθμήθηκαν ήταν α) Ολικός Μικροβιακός Πληθυσμός καθώς και βακτήρια που 
παράγουν H2S β) Enterobacteriaceae, γ) Pseudomonas spp., δ) Οξυγαλακτικά και ε) B. 
thermosphacta (βλέπε Κεφ. 2). 
 
4.2.4. Μικροβιακή ανάλυση σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας 
Ένα (1) g δείγματος μεταφέρονταν σε δοκιμαστικούς σωλήνες εις τριπλούν (n=3) που 
περιείχαν 9 ml αποστειρωμένο MRD (Maximum Recovery Diluent, 0.85% NaCl) και 
ακολουθούσε ανάδευση για 2 min σε συσκευή τύπου vortex. Οι πληθυσμοί όλων των 
μικροοργανισμών απαριθμήθηκαν μετά από επίστρωση (0.1 ml) σε TSA (Tryptone Soy 
Agar, LAB M, Lancashire, UK) και επώαση στους 25οC για 48-72 ώρες. 
 
4.2.5. Προσδιορισμός χρόνου απόρριψης  
Ο χρόνος απόρριψης προσδιορίσθηκε με οργανοληπτική αξιολόγηση όπως 
περιγράφεται στο Κεφάλαιο 2.  
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4.2.6. Χημική ανάλυση 
4.2.6.1. Προσδιορισμός Ολικού Πτητικού Βασικού Αζώτου (TVB-N)  
Ποσότητα 10 g φιλέτου ομογενοποιούνταν σε συσκευή τύπου Stomacher με 90 
ml διαλύματος τριχλωρο-οξικού οξέος 6% για 2 min και κατόπιν ακολουθούσε διήθηση 
μέσω ηθμού Whatman No.1 σε ογκομετρική φιάλη 100 ml. Στη συνέχεια, ποσότητα 40 
ml εις διπλούν του διηθήματος (n=2) με 6 ml NaOH 20% οδηγούνταν σε αποστακτήρα 
τύπου Kjeldahl για απόσταξη μεθ’υδρατμών, σύμφωνα με προσαρμογή της μεθόδου 
κατά Vyncke et al. (1987). Η δέσμευση των πτητικών βασικών αζωτούχων ουσιών 
πραγματοποιούνταν με την προσθήκη 50 ml H2BO3 3% και τέλος ακολουθούσε 
τιτλοδότηση με 0,01 Ν ΗCl. Η διαδικασία πραγματοποιούνταν εις διπλούν (n=2x2=4). 
Τα υπόλοιπα 10 ml, ανά δοκιμή, χρησιμοποιούνταν για τον προσδιορισμό της 
τριμεθυλαμίνης. 
  
4.2.6.2.Προσδιορισμός Αζώτου Τριμεθυλαμίνης (TΜΑ-N) φασματοφωτομετρικά 
Ποσότητα 1 ml από το υπόλοιπο διήθημα των 10 ml χρησιμοποιήθηκαν για τον 
προσδιορισμό της τριμεθυλαμίνης, σύμφωνα με προσαρμογή της μεθόδου κατά Dyer 
(1945). Στο 1 ml του διηθήματος προστίθονταν 3 ml τουλουόλιο, 200 μl φορμόλης 
(φορμαλδεϋδη 40%) και 500 μl ΚΟΗ 90% για την εξουδετέρωση των αζωτούχων 
ουσιών εκτός της τριμεθυλαμίνης. Ακολουθούσε ανάδευση του περιεχομένου σε vortex 
για 10 sec και παραμονή σε θερμοκρασία δωματίου (22 οC) για 15 min. Στη συνέχεια, 
στο 1 ml από το εκχύλισμα με τη δεσμευμένη τριμεθυλαμίνη προστίθονταν 0,5 g 
NaSO4 και 3 ml πικρικό οξύ 0,02% σε τουλουόλιο. Ακολουθούσε ανάδευση του 
περιεχομένου σε vortex για 10 sec και παραμονή σε θερμοκρασία δωματίου για 10 min. 
Η μέτρηση της απορρόφησης πραγματοποιούνταν σε φασματοφωτόμετρο στα 410nm. 
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Για τον υπολογισμό της τριμεθυλαμίνης στα άγνωστα δείγματα, κατασκευάσθηκε 
πρότυπη καμπύλη για τα πέντε πρότυπα διαλύματα γνωστής συγκέντρωσης σε 
τριμεθυλαμίνη 0, 0,05, 0,10, 0,15 και 0,20 mg TMA /ml TCA 6%.    
 
4.2.6.3. Προσδιορισμός Βιογενών αμίνων με Υγρή Χρωματογραφία Υψηλής 
Πίεσης  
Προετοιμασία των πρότυπων διαλυμάτων 
Τα πρότυπα διαλύματα περιείχαν τα εξής: πουτρεσκίνη (Putrescine 
dihydrochloride: 182,9 mg), καδαβερίνη (cadaverine dihydrochloride: 171,4 mg), 
τρυπταμίνη (tryptamine hydrochloride: 122,8 mg), σπερμιδίνη (spermidine 
trihydrochloride: 175,3 mg), σπερμίνη (spermine tetrahydrochloride: 172,0 mg), 
ισταμίνη (Histamine dihydrochloride: 165,7 mg) και τυραμίνη (tyramine hydrochloride: 
126,7 mg) σε 10 ml νερό HPLC, το καθένα ξεχωριστά. Η τελική συγκέντρωση του 
διαλύματος κάθε αμίνης ήταν 16 mg mL-1. Ποσότητα 100 μl κάθε διαλύματος 
χρησιμοποιήθηκε για την παρασκευή των βενζολικών παραγώγων (Yen & Hsieh 1991). 
Οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν για τη δημιουργία της πρότυπης καμπύλης 
ήταν 0, 0,5, 1,0, 1,5 και 2,0 mg mL-1.   
 
Προετοιμασία δειγμάτων  
Δύο (2) g από κάθε φιλέτο προστίθονταν σε 5 ml διαλύτη TCA 6% (w/v). 
Ακολουθούσε ομογενοποίηση σε συσκευή τύπου Stomacher και φυγοκέντριση του 
διαλύματος στις 12.000 στροφές (g) για 20 min στους 4οC. Στη συνέχεια, 
πραγματοποιούνταν διήθηση του υπερκειμένου  μέσω ηθμού τύπου Whatman No 2. Το 
διήθημα συλλέγονταν σε ογκομετρική φιάλη των 25 ml. Σε 100 μl κάθε διηθήματος 
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προστίθονταν 1 ml sodium hydroxide 2 M και 20 μl benzoyl chloride 2% ώστε να 
δημιουργηθούν τα βενζολικά παράγωγα (Yen & Hsieh 1991) και ακολουθούσε 
ανάδευση (vortex) για 1 min. Η αντίδραση λάμβανε μέρος σε θερμοκρασία δωματίου 
(22
 ο
C) για 40 min. Η αντίδραση τερματίζονταν με την προσθήκη 2 ml κεκορεσμένου 
άλατος νατρίου. Έπειτα, προστίθονταν 2 ml διαιθυλαιθέρα εις διπλούν και μετά την 
ανάδευση, συλλέγονταν η πάνω φάση που περιείχε τα βενζολικά παράγωγα και 
μεταγγίζονταν σε καθαρά ποτήρια ζέσεως των 10 ml. Το περιεχόμενο αφήνονταν να 
εξατμισθεί κάτω από απαγωγό για δύο ώρες και στη συνέχεια πραγματοποιούνταν 
επαναδιαλυτοποίηση του ιζήματος σε 1 ml μεθανόλης.   
 
Συνθήκες χρωματογραφικής ανάλυσης  
Η ανάλυση πραγματοποιούνταν σε συσκευή HPLC (PerkinElmer, Inc., USA) η 
οποία αποτελούνταν από μία αντλία (Model Series 200 LC Pump) και έναν ανιχνευτή 
UV (Series 200 LC Diode Array detector, PerkinElmer, Inc., USA). Επίσης υπήρχε 
αυτόματος δειγματολήπτης (Series 200 LC Autosampler). Η στήλη που 
χρησιμοποιήθηκε για τον διαχωρισμό των ουσιών ήταν η Discovery HSC18 (25cm x 
4.6mm, 5μm, SUPELCO, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany).  
Ο διαχωρισμός των ουσιών πραγματοποιήθηκε με πρόγραμμα βαθμιαίας 
έκλουσης όπου ο ρυθμός ροής των διαλυτών (μεθανόλη – νερό HPLC) ορίσθηκε 
σταθερά στην τιμή των 0,8 ml/min. Η αρχική αναλογία στο μείγμα των διαλυτών ήταν 
50:50 (v/v) μεθανόλη/νερό για 0,5 min. Στη συνέχεια, η αναλογία μετατρέπονταν 
γραμμικά σε 80:20 (v/v) μεθανόλη/ νερό για 3,5 min και παρέμενε σταθερή σε αυτήν 
για άλλα 4 min. Τέλος, το μείγμα των διαλυτών επέστρεφε στην αρχική του αναλογία 
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50:50 (v/v) μεθανόλη/νερό για 5 min και παρέμενε σε αυτήν για άλλα 3 min. Η 
ανάλυση πραγματοποιούνταν συνολικά σε 20 min.  
 
4.2.6.4. Προσδιορισμός Πτητικών ουσιών με αέρια χρωματογραφία-
φασματοσκοπία μάζας (GC/MS) 
Προετοιμασία δειγμάτων  
Στα φιλέτα, σε κάθε δειγματοληψία λαμβάνονταν διπλά δείγματα σάρκας των 
20g, ενώ στα μοντέλα ιχθύος λαμβάνονταν τριπλά δείγματα των πέντε (5) g και 
τοποθετούνταν σε ειδικούς περιέκτες τύπου falcon μετά από ομογενοποίηση των δύο ή 
τριών δειγμάτων σε ένα, για τα φιλέτα και τα μοντέλα αντίστοιχα και αποθηκεύονταν 
στους -20 οC.   
 
Συλλογή πτητικών ουσιών με SPME (Solid Phase MicroExtraction) 
Η απομόνωση των πτητικών ουσιών, σε δείγματα που είχαν ληφθεί κατά τη 
διάρκεια των δειγματοληψιών, πραγματοποιήθηκε με την τεχνική SPME. Στα φιλέτα, 
5g από το ομογενοποιημένο δείγμα μεταφέρονταν σε φιαλίδιο όγκου 25 mL με βιδωτό 
διάτρητο πώμα (septa) και προστίθονταν 5ml NaCl 30%. Το περιεχόμενο αναμιγνυόταν 
με μαγνητικό αναδευτήρα επί 45 λεπτά στους 40οC. Στα μοντέλα, 2,5 g από το 
ομογενοποιημένο δείγμα μεταφέρονταν σε ίδιου τύπου φιαλίδιο το οποίο παρέμενε για 
15 min στους 40 °C. Κατόπιν, τοποθετούνταν η ίνα (SPME Fiber Assembly, 50/30 um 
DVB / Carboxen 
TM
 / PDMS Stableflex 
TM
 , for Manual Holder, gray) στον υπερκείμενο 
του υγρού χώρο για επιπλέον 15 και 30 λεπτά, για τα φιλέτα και τα μοντέλα αντίστοιχα, 
υπό τις ίδιες συνθήκες ανάδευσης και θερμοκρασίας. Το μήκος της ίνας στον 
υπερκείμενο χώρο διατηρούνταν σταθερό. Η εκρόφηση των πτητικών από την ίνα 
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πραγματοποιήθηκε στον εισαγωγέα του αέριου χρωματογράφου σε θερμοκρασία 
250
ο
C, σε λειτουργία splitless.  
 
Συνθήκες ανάλυσης πτητικών  
Η ανάλυση των πτητικών ουσιών πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριο Γενικής 
Χημείας του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. Η συσκευή  GC/MS ήταν της 
εταιρίας FISONS Instruments (GC 8000series, Model: 8060, MS: MD-800). Η στήλη 
διαχωρισμού ήταν CP-Wax 52CB (60m X 0,32mm, DF=0,25μm) της CHROMPACK.  
Το πρόγραμμα θερμοκρασίας του φούρνου του αέριου χρωματογράφου ήταν το 
ακόλουθο: 40 οC για 5 min, άνοδος στους 150 οC (4°C /min) και άνοδος στους 250 οC 
(30°C /min). Η θερμοκρασία του εισαγωγέα και της πηγής ιόντων ήταν 250 και 200oC, 
αντίστοιχα. Το φέρον αέριο ήταν Ήλιο με ροή 2 mL/min. Ο τρόπος λειτουργίας του 
φασματογράφου μάζας ήταν electron impact, με την ενέργεια ορισμένη στα 70 eV και 
εύρος μαζών 29-400 m/z. Η ανάλυση των πτητικών ουσιών πραγματοποιούνταν για 
40,833 min.  
 
Ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των πτητικών ουσιών 
Η ταυτοποίηση των πτητικών ουσιών διεξήχθει με τη χρήση της βάσης 
δεδομένων NIST (NIST/EPA/NIH Mass Spectral Library with Search Program, data 
version NIST 05, software version 2.0d). Το λογισμικό πρόγραμμα που 
χρησιμοποιήθηκε ήταν το Amdis software (version 2.62, http://chemdata.nist.gov/mass-
spc/amdis/). Η ημι-ποσοτικοποίηση των δεδομένων πραγματοποιήθηκε από το εμβαδόν 
της κάθε κορυφής. Τα εμβαδά των κορυφών υπολογίστηκαν από το χρωματογράφημα 
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ολικής σάρωσης  (full scan). Τα τερπενικά παράγωγα και οι πολυκυκλικές ενώσεις δεν 
ελήφθησαν υπόψη, ως παράγωγα της στήλης. 
 
4.3.  Αποτελέσματα 
4.3.1. Προσδιορισμός χρόνου απόρριψης 
Όλα τα προϊόντα την πρώτη ημέρα (d 0) αξιολογήθηκαν οργανοληπτικά ως 
άριστα. Στους  0 οC, τα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες και υπό συνθήκες ΜΑΡ 
παρέμειναν σε ‘άριστη’ κατάσταση έως την 4η και 6η ημέρα αντίστοιχα, σε κατάσταση 
‘πολύ καλή’ έως την 12η και 16η ημέρα και σε κατάσταση ‘υποβαθμισμένο αλλά 
αποδεκτό’ έως την 14η και 18η ημέρα αντίστοιχα (Σχ. 4.1). Στους 5 οC, τα φιλέτα υπό 
αερόβιες συνθήκες και υπό συνθήκες ΜΑΡ παρέμειναν σε ‘άριστη’ κατάσταση έως την 
2
η
 και 4η ημέρα αντίστοιχα, σε κατάσταση ‘πολύ καλή’ έως την 3η και 5η ημέρα και σε 
κατάσταση ‘υποβαθμισμένο αλλά αποδεκτό’ έως την 5η και 8η ημέρα αντίστοιχα (Σχ. 
4.2). Στους 15 οC, τα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες και υπό συνθήκες ΜΑΡ 
παρέμειναν σε ‘άριστη’ κατάσταση για περίπου μισή ημέρα (12 ώρες), σε κατάσταση 
‘πολύ καλή’ έως την 1η ημέρα και σε κατάσταση ‘υποβαθμισμένο αλλά αποδεκτό’ έως 
την 2η (Σχ. 4.3). 
Επομένως, ο χρόνος απόρριψης των προϊόντων, βάσει της οργανοληπτικής 
αξιολόγησης, ήταν 14, 5, 2 ημέρες για τα φιλέτα που συντηρήθηκαν υπό αερόβιες 
συνθήκες και 18, 8, 2 ημέρες για τα φιλέτα σε ΜΑΡ, στους 0, 5 και 15 οC αντίστοιχα. 
 
4.3.2. Μικροβιακή αύξηση στα φιλέτα τσιπούρας  
Οι μεταβολές του πληθυσμού των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών καθώς και οι 
κινητικές παράμετροι κατά τη διάρκεια συντήρησης των φιλέτων τσιπούρας στους 0, 5 
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και 15οC υπό αερόβιες συνθήκες και υπό συνθήκες ΜΑΡ παρουσιάζονται στους 
Πίνακες 4.1 και 4.2 αντίστοιχα.  
Οι μικροβιακοί πληθυσμοί στην έναρξη του πειράματος ήταν στα επίπεδα των 
3,73, 3,23, και 3,03 log cfu/g για τα οξυγαλακτικά βακτήρια, Pseudomonas spp. και 
βακτήρια που παράγουν H2S, ενώ τα Enterobacteriaceae και B. thermosphacta 
βρίσκονταν σε χαμηλότερους πληθυσμούς 2,59 και <2 log cfu/g αντίστοιχα. Κατά τη 
συντήρηση των ιχθύων στις δύο ατμόσφαιρες στο πέρας του εμπορικού χρόνου, τα 
Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς 
στους 0 οC (7,69 και 7,21 log cfu/g σε αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα) και 5 οC (8,39 και 
7,31 log cfu/g, σε αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα). Τα Pseudomonas spp. ακολουθούνταν 
από τα βακτήρια που παράγουν H2S στους 0
 ο
C (7,25 και7,08 log cfu/g, σε αέρα και 
ΜΑΡ αντίστοιχα) και από τα Enterobacteriaceae στους 5 οC (8,25 και 7,28 log cfu/g, σε 
αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα). Στους 15 οC, τα Enterobacteriaceae (8,27 και 8,63 log cfu/g, 
σε αέρα και ΤΑ αντίστοιχα) φάνηκε να συγκυριαρχούν με τα Pseudomonas spp. (8,25 
log cfu/g) στα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα, ενώ ακολουθούνταν από τα Pseudomonas 
spp. (7,54 log cfu/g) στα φιλέτα σε συσκευασία ΜΑΡ. Τα B. thermosphacta και τα 
οξυγαλακτικά βακτήρια αυξήθηκαν περισσότερο στα φιλέτα σε ΜΑΡ σε σχέση με τα 
φιλέτα σε αέρα. Αρχικά, τα B. thermosphacta βρίσκονταν κάτω του ορίου ανίχνευσης 
των 2 logs ενώ παρατηρήθηκε αύξηση του πληθυσμού τους κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης. Ο πληθυσμός των B. thermosphacta αυξήθηκε 3-4 logs στα φιλέτα σε 
όλες τις θερμοκρασίες. Ο πληθυσμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων αυξήθηκε περίπου 
1,5-2,0 και 2,0-2,5 logs στα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα, σε όλες τις 
θερμοκρασίες.  
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Οι καμπύλες προσαρμογής της αύξησης της μικροβιακής σύνθεσης κατά τη 
διάρκεια της συντήρησης φιλέτων ιχθύος τσιπούρας σε αερόβιες συνθήκες και σε ΜΑΡ 
στους 0, 5 και 15oC  παρουσιάζονται στα Σχήματα 4.4-4.6. 
Ο ειδικός ρυθμός αύξησης (μmax) αυξάνονταν με την αύξηση της 
θερμοκρασίας, ενώ η διάρκεια της φάσης προσαρμογής μειώνονταν, η οποία 
μηδενίζονταν στους 15οC για τα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες. Στην συσκευασία 
αέρα, τα βακτήρια που παράγουν H2S παρουσίασαν τον μεγαλύτερο ειδικό ρυθμό 
αύξηση στους 0oC, ενώ τα  Enterobacteriaceae στους 5 και 15oC (Πίν. 4.1). Στην 
συσκευασία σε ΜΑΡ, τα βακτήρια που παράγουν H2S παρουσίασαν τον μεγαλύτερο 
ειδικό ρυθμό αύξησης στους 0 και 5oC, ενώ τα Enterobacteriaceae στους 15oC (Πίν. 
4.2). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες ήταν μεγαλύτερος 
σε σχέση με αυτόν στα φιλέτα σε ΜΑΡ. Στην συσκευασία σε ΜΑΡ παρατηρήθηκε 
επιμήκυνση της φάσης προσαρμογής σε σχέση με τα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα, σε 
όλες τις θερμοκρασίες που μελετήθηκαν. 
Η πλειονότητα των μικροοργανισμών που αποτελούσαν την τελική μικροβιακή 
σύνθεση των φιλέτων που συντηρήθηκαν υπό αερόβιες συνθήκες ήταν τα Pseudomonas 
spp. και τα βακτήρια που παράγουν H2S στους 0 
oC,  ενώ τα Pseudomonas spp., τα 
βακτήρια που παράγουν H2S και τα Enterobacteriaceae επικράτησαν στους 5 και 15 
o
C. 
Στην συσκευασία σε ΜΑΡ, τα Pseudomonas spp. και τα βακτήρια που παράγουν H2S 
επικράτησαν στους 0 oC, τα Pseudomonas spp. και τα Enterobacteriaceae στους 5 oC, 
ενώ τα Pseudomonas spp., τα βακτήρια που παράγουν H2S και τα Enterobacteriaceae 
επικράτησαν στους 15 oC. Η αύξηση της θερμοκρασίας φάνηκε να ευνοεί την αύξηση 
των Enterobacteriaceae στις δύο ατμόσφαιρες, με αποτέλεσμα τη μεταβολή της 
μικροβιακής σύνθεσης ανάλογα με τη θερμοκρασία συντήρησης.  
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Η εφαρμογή του ΜΑΡ σε σχέση με τη συντήρηση στον αέρα κυρίως στις 
χαμηλές θερμοκρασίες είχε ως γενικότερο αποτέλεσμα: i) την αύξηση του ρυθμού 
αύξησης των θετικών κατά Gram βακτηρίων (B. thermosphacta, οξυγαλακτικά 
βακτήρια), ii) τη μείωση του ρυθμού αύξησης των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, 
iii) την αύξηση του τελικού πληθυσμού των θετικών κατά Gram βακτηρίων και iv) τη 
μείωση του τελικού πληθυσμού των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων.   
 
4.3.3. Μονοκαλλιέργεια μικροοργανισμών σε στερεά μοντέλα υποστρώματα 
Στα μη ενοφθαλμισμένα στερεά μοντέλα ιχθύος (μάρτυρες), δεν παρατηρήθηκε 
μικροβιακή αύξηση κατά τη διάρκεια της συντήρησης τεκμηριώνοντας την 
αποτελεσματικότητα των ασηπτικών τεχνικών. Στα ενοφθαλμισμένα μοντέλα, τα 
Pseudomonas spp. έφτασαν σε υψηλότερα επίπεδα πληθυσμού σε σχέση με τα 
Shewanella spp. και τα οξυγαλακτικά βακτήρια σε όλες τις περιπτώσεις (Σχ. 4.7-4.9), 
εκτός από την περίπτωση της αποθήκευσης σε συσκευασία ΜΑΡ στους 0oC (Σχ. 4.7) 
όπου τα οξυγαλακτικά βακτήρια έφτασαν σε υψηλότερα επίπεδα πληθυσμού.  
Σε αερόβιες συνθήκες, τα Pseudomonas spp. έφτασαν σε επίπεδα πληθυσμού 
πάνω από 9 logs περίπου τη 10η, 5η και 2η ημέρα της συντήρησης στους 0, 5 και 15 oC, 
αντίστοιχα. Σε συνθήκες ΜΑΡ, στους 0 oC, παρατηρήθηκε μικρότερη αύξηση του 
πληθυσμού των Pseudomonas spp. φθάνοντας στα επίπεδα περίπου των 7 logs την 8η 
ημέρα της συντήρησης, όπου και παρέμειναν έως τη λήξη του πειράματος, ενώ στη 
συσκευασία αέρα έφθασαν σε παρόμοια επίπεδα 2 ημέρες νωρίτερα. Στους 5 oC, ο 
πληθυσμός τους έφθασε σε επίπεδα μεγαλύτερα των 8 logs την 7η ημέρα της 
συντήρησης, όπου και παρέμεινε έως τη λήξη του πειράματος, ενώ στη συσκευασία 
αέρα έφθασαν σε παρόμοια επίπεδα 2 ημέρες νωρίτερα. Στους 15 oC, η ανάπτυξή του 
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ήταν παρόμοια με αυτή που παρατηρήθηκε στη συσκευασία αέρα στην ίδια 
θερμοκρασία. 
Οι πληθυσμοί των Shewanella spp. αυξήθηκαν πιο αργά στη συσκευασία ΜΑΡ 
σε σχέση με την ανάπτυξή τους στη συσκευασία αέρα. Στη συσκευασία αέρα, οι 
πληθυσμοί τους έφθασαν σε επίπεδα μεγαλύτερα των 7 logs την 12η ημέρα της 
συντήρησης, ενώ στη συσκευασία ΜΑΡ έφθασαν σε παρόμοια επίπεδα τη 18η ημέρα 
της συντήρησης στους 0 oC. Παρομοίως στους 5 oC, έφθασαν σε επίπεδα περίπου των 8 
logs την 6η και 9η ημέρα της συντήρησης στη συσκευασία αέρα και ΜΑΡ, αντίστοιχα. 
Στους 15 oC, η ανάπτυξή του ήταν παρόμοια στις δύο ατμόσφαιρες. 
Τα Shewanella spp. παρουσίασαν μικρότερη αύξηση σε σχέση με τα 
Pseudomonas spp. στις χαμηλές θερμοκρασίες συντήρησης στη συσκευασία αέρα, 
φθάνοντας σε επίπεδα 2 και 1 logs χαμηλότερα σε σχέση με τα Pseudomonas spp. 
στους 0 και 5 oC, αντίστοιχα. Στους 15 oC, παρόλο που οι πληθυσμοί των Pseudomonas 
spp. ήταν αρκετά υψηλότεροι σε σχέση με τους πληθυσμούς των Shewanella spp. έως 
τη 2η ημέρα της συντήρησης, βρέθηκαν σε παρόμοια επίπεδα μετά τη 2η ημέρα της 
συντήρησης. Στη συσκευασία ΜΑΡ, τα Shewanella spp. βρίσκονταν σε χαμηλότερους 
πληθυσμούς σε σχέση με τα Pseudomonas spp. έως τη 16η ημέρα της συντήρησης, ενώ 
μετά τη 16η ημέρα βρέθηκαν σε παρόμοια επίπεδα στους 0 oC. Στους 5 oC, οι πληθυσμοί 
των Shewanella spp. ήταν 1 log χαμηλότεροι σε σχέση με τους πληθυσμούς των 
Pseudomonas spp.  
Τα οξυγαλακτικά βακτήρια βρέθηκαν στα επίπεδα της τάξης των 7- 8 logs την 
10
η
 και 6η ημέρα συντήρησης στους 0 και 5 oC, αντίστοιχα, στη συσκευασία αέρα, ενώ 
στο ΜΑΡ βρέθηκαν σε αυτούς τους πληθυσμούς 2 ημέρες αργότερα σε σχέση με τη 
συσκευασία αέρα.  
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Τα οξυγαλακτικά βακτήρια βρέθηκαν σε παρόμοιους πληθυσμούς με τα 
Shewanella spp. κατά όλη τη διάρκεια και μετά την 6η ημέρα της συντήρησης στους 0 
και 5 oC, αντίστοιχα, στη συσκευασία αέρα. Στους 15 oC, παρουσίασαν παρόμοιους 
πληθυσμούς με τα Pseudomonas spp. έως την 1η ημέρα της συντήρησης, ενώ στη 
συνέχεια οι πληθυσμοί τους ήταν 1 log χαμηλότεροι σε σχέση με τα Pseudomonas spp. 
Στη συσκευασία ΜΑΡ, οι πληθυσμοί τους ήταν υψηλότεροι από τους πληθυσμούς των 
άλλων δύο στους 0 oC. Στους 5oC, βρίσκονταν σε παρόμοια επίπεδα με τους 
πληθυσμούς των Pseudomonas spp. έως την 6η ημέρα, ενώ οι τελικοί πληθυσμοί τους 
βρέθηκε να είναι 1 log χαμηλότεροι σε σχέση με των Pseudomonas spp.   
 
4.3.4. Χημική ανάλυση  
4.3.4.1. Προσδιορισμός του Ολικού Πτητικού Βασικού Αζώτου (TVB-N)   
Η ποσότητα του TVB-N στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής των φιλέτων 
ήταν 15.29±0.31 mg N/100g ιχθύος. Στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες 
παρατηρήθηκαν υψηλότερες τιμές TVB-N σε σχέση με τις τιμές στα φιλέτα υπό ΜΑΡ. 
Στους 0oC, η ποσότητα του  TVB-N ήταν 24.54±0.25 και 16.64±0.21 στο χρόνο 
απόρριψης των φιλέτων υπό αερόβιες συνθήκες και ΜΑΡ, αντίστοιχα.  Στους 5oC, η 
ποσότητα του  TVB-N ήταν 25.30±0.19 και 19.10±0.50 στο χρόνο απόρριψης των 
φιλέτων υπό αερόβιες συνθήκες και ΜΑΡ, αντίστοιχα. Στους 15oC, η ποσότητα του 
TVB-N αυξάνονταν γρηγορότερα σε σχέση με τις χαμηλές θερμοκρασίες, φθάνοντας τα 
επίπεδα των  28.02±0.34 και 18.39±0.27 mg N/100g ιχθύος στο χρόνο απόρριψης των 
φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ, αντίστοιχα. Οι τιμές του TVB-N κατά τη 
διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15 
°C παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.3. 
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4.3.4.2. Προσδιορισμός της τριμεθυλαμίνης 
Το TMA-N ανιχνεύθηκε στα φιλέτα αέρα και ΜΑΡ σε όλες τις θερμοκρασίες. 
Στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής το TMA-N ήταν 0,72±0,07 mg Kg-1. Κατά τη 
διάρκεια της συντήρησης παρουσίασε μικρή αύξηση, φθάνοντας τα επίπεδα των 
1,03±0,06, 1,12±0,04, 1,12±0,03 και 0,88±0,02, 0,75±0,09, 0,80±0,02 mg Kg-1 στα 
φιλέτα υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0 °C, 5 °C και 15 °C αντίστοιχα, στο χρόνο 
απόρριψης. Οι τιμές του TMA-N κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό 
τις διάφορες συνθήκες αποθήκευσης παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.4. 
 
4.3.4.3. Βιογενείς αμίνες  
Οι καμπύλες αναφοράς για τα πρότυπα διαλύματα των 7 αμινών που 
μελετήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 4.5. Οι εξισώσεις που προέκυψαν 
χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό των βιογενών αμινών στα φιλέτα.  
Η πουτρεσκίνη και η τρυπταμίνη ανιχνεύθηκαν μόνο στα φιλέτα υπό συνθήκες 
αέρα, ενώ η τυραμίνη μόνο στα φιλέτα σε ΜΑΡ. Η καδαβερίνη και η σπερμίνη 
ανιχνεύθηκαν και στις δύο ατμόσφαιρες (Πίν. 4.6 & 4.7). Η ισταμίνη δεν ανιχνεύθηκε.  
Στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής των φιλέτων ανιχνεύθηκαν η 
καδαβερίνη και η σπερμίνη σε ποσότητες 0,790±0,003 και 0,450±0,003 mg/100g 
ιχθύος αντίστοιχα. Στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες, στους 0οC, ανιχνεύθηκαν η 
καδαβερίνη και η σπερμίνη. Η καδαβερίνη παρουσίασε αύξηση φθάνοντας την τιμή 
0,807±0,005 mg/100g ιχθύος στο χρόνο απόρριψης, ενώ η σπερμίνη παρουσίασε 
αυξομειώσεις κατά τη διάρκεια της συντήρησης φθάνοντας την τιμή 0,584±0,002 
mg/100g ιχθύος στο χρόνο απόρριψης. Στους 5οC, ανιχνεύθηκαν η καδαβερίνη, η 
τρυπταμίνη και η σπερμίνη. Οι τρεις αμίνες παρουσίασαν αύξηση κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης φθάνοντας τις τιμές 0,801±0,001, 0,928±0,004 και 0,500±0,003 mg/100g 
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ιχθύος αντίστοιχα, στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Στους 15οC, ανιχνεύθηκαν η 
πουτρεσκίνη, η καδαβερίνη, η τρυπταμίνη και η σπερμίνη. Οι τέσσερις αμίνες 
παρουσίασαν αύξηση κατά τη διάρκεια της συντήρησης φθάνοντας τις τιμές 
1,238±0,013, 0,912±0,002, 0,870±0,009 και 0,519±0,005 mg/100g ιχθύος αντίστοιχα, 
στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Η σπερμιδίνη και η τυραμίνη δεν ανιχνεύθηκαν 
(Πίν. 4.6). 
Στα φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ, στους 0οC, ανιχνεύθηκαν η καδαβερίνη, η 
σπερμιδίνη και η σπερμίνη σε ποσότητες 0,819±0,003, 0,453±0,001 και 0,624±0,005 
mg/100g ιχθύος αντίστοιχα, στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Η καδαβερίνη και η 
σπερμιδίνη παρέμεναν σχεδόν σταθερές κατά τη διάρκεια της συντήρησης και 
παρουσίασαν αύξηση μόνο στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Η σπερμίνη παρουσίασε 
αύξηση κατά όλη τη διάρκεια της συντήρησης. Στους 5οC, ανιχνεύθηκαν η καδαβερίνη, 
η σπερμίνη και η τυραμίνη σε ποσότητες 0,788±0,003, 0,960±0,029 και 0,381±0,006 
mg/100g ιχθύος αντίστοιχα, στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Οι τρεις αμίνες 
αυξάνονταν κατά τη διάρκεια της συντήρησης. Στους 15οC, ανιχνεύθηκαν οι ίδιες τρεις 
αμίνες σε ποσότητες 0,842±0,003, 0,724±0,027 και 0,385±0,003 mg/100g ιχθύος 
αντίστοιχα, στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων. Η πουτρεσκίνη και η τρυπταμίνη δεν 
ανιχνεύθηκαν (Πίν. 4.7). 
 
4.3.4.4. Παραγωγή πτητικών ουσιών 
Πτητικές ουσίες που παράγονται στα φιλέτα ιχθύος τσιπούρας 
Οι πτητικές ουσίες που παράγονται κατά τη διάρκεια συντήρησης των φιλέτων 
υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15oC, παρουσιάζονται στους Πίνακες  4.8 
και 4.9 αντίστοιχα. Στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής των φιλέτων ανιχνεύθηκαν 
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24 ουσίες (Πίν. 4.8). Κατά τη διάρκεια της συντήρησης, συνολικά 14 ουσίες (3-Methyl-
1-butanal, 1-octen-3-ol, cis-6-Nonenal, Ethyl isobutyrate, Ethyl crotonate, Ethyl 2-
methylbutyrate, Ethyl isovalerate, Ethyl acetate, 1-Penten-3-ol, 6-methyl-5-hepten-2-
one, cis-4-Heptenal, Acetic acid, 2-Methyl-1-butanal, Hexanal) βρέθηκε να αυξάνονται. 
Πιο συγκεκριμένα, η 3-Methyl-1-butanal, 6-methyl-5-hepten-2-one, 1-octen-3-ol και η 
cis-6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση στα φιλέτα αέρα στους 0oC και η Ethyl acetate, 3-
Methyl-1-butanal, Ethyl isobutyrate, Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate, 1-octen-
3-ol και cis-6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση στα φιλέτα αέρα στους 15oC (Πίν. 4.8). 
Στα φιλέτα σε συνθήκες ΜΑΡ, οι ουσίες που παρουσίασαν αύξηση ήταν η 1-Penten-3-
ol, cis-4-Heptenal και 1-octen-3-ol στους 0oC, η acetic acid, 3-Methyl-1-butanal, 2-
Methyl-1-butanal και 1-octen-3-ol στους 5oC και η Hexanal, cis-4-Heptenal και 1-
octen-3-ol στους 15oC (Πίν. 4.9). Επομένως, η 3-Methyl-1-butanal και η 1-octen-3-ol 
αποτέλεσαν τις ουσίες που αυξήθηκαν και στις δύο ατμόσφαιρες, ενώ η cis-6-Nonenal, 
Ethyl isobutyrate, Ethyl 2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate και Ethyl acetate 
αποτέλεσαν τις ουσίες που αυξήθηκαν σε συνθήκες υπό αέρα και η 1-Penten-3-ol, cis-
4-Heptenal, Acetic acid, 2-Methyl-1-butanal αποτέλεσαν τις ουσίες που αυξήθηκαν σε 
συνθήκες υπό ΜΑΡ.  
Επιπλέον, ορισμένες ουσίες βρέθηκε είτε να μειώνονται ή να εξαφανίζονται 
κατά τη διάρκεια της συντήρησης. Ανάμεσα σε αυτές, δύο ουσίες, η Hexenal και η 
Nonanal, μειώνονταν κατά τη διάρκεια συντήρησης των φιλέτων υπό αερόβιες 
συνθήκες στους 0oC, η Hexenal και n-Eicosane στους 15oC, ενώ η 2-Penten-1-ol, Amyl 
alcohol, Hexenal, trans-2-hexenal, 1-Hexanol, Heptanal, 1-octen-3-ol, trans-trans 2,4-
heptadienal και 1-decanol εξαφανίζονταν κατά τη διάρκεια συντήρησης των φιλέτων 
υπό αερόβιες συνθήκες στους 5oC (Πίν. 4.8). Στα φιλέτα σε συνθήκες ΜΑΡ, οι ουσίες 
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που παρουσίασαν μείωση ήταν η Hexenal και trans-2-octenal, ενώ η n-Eicosane 
εξαφανίσθηκε κατά τη διάρκεια της συντήρησης στους 5oC (Πίν. 4.9). 
Επιπλέον, διάφορες ουσίες οι οποίες δεν ανιχνεύθηκαν καθόλη τη διάρκεια της 
συντήρησης, εμφανίσθηκαν στο χρόνο απόρριψης. Στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες, 
η 2-Methyl-1-butanal, 3-pentanone, Ethyl crotonate, Ethyl 2-methylbutyrate, Ethyl 
isovalerate, Ethyl tiglate και 2-Heptanone εμφανίσθηκαν στο χρόνο απόρριψης (Ημέρα 
14) στους 0οC, ενώ η 3-Methyl-1-butanal, 2-Methyl-1-butanal, 3-pentanone, Isoamyl 
alcohol, Ethyl isobutyrate, Ethyl crotonate, Ethyl 2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate, 
cis-6-Nonenal, 2-methyl-1-butanol και n-Nonane εμφανίσθηκαν στο χρόνο απόρριψης 
(Ημέρα 5) στους 5οC. Στα φιλέτα υπό συνθήκες ΜΑΡ, η Heptyl alcohol, 1-decanol και 
Lauryl alcohol εμφανίσθηκαν στο χρόνο απόρριψης (Ημέρα 18) στους 0οC, ενώ η 3-
Methyl-1-butanal, 2-Methyl-1-butanal, Amyl alcohol, 2-Penten-1-ol, 1-Hexanol, trans-
2-octenal, n-decanal, 1-decanol και n-Hexadecane εμφανίσθηκαν στο χρόνο απόρριψης 
(Ημέρα 8) στους 5οC. Στους 15 οC, στο χρόνο απόρριψης (Ημέρα 2) για τις δύο 
ατμόσφαιρες, ανιχνεύθηκαν αρκετές ουσίες οι οποίες δεν ανιχνεύθηκαν στην αρχή του 
χρόνου ζωής και την πρώτη ημέρα της συντήρησης (Πίν. 4.8 & 4.9). 
 
Πτητικές ουσίες που παράγονται σε μοντέλα ιχθύος  
Οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα ιχθύος τσιπούρας παρουσίασαν 
ποικίλες μεταβολές (αύξηση, μείωση, αυξομείωση, εμφάνιση και εξαφάνιση ουσιών) 
κατά τη διάρκεια της συντήρησης. Οι ουσίες που παρήχθησαν στους μάρτυρες και στις 
μονοκαλλιέργειες των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών παρουσιάζονται στους πίνακες 
4.10-4.13. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
103 
 
Λαμβάνοντας υπόψη τις ουσίες που παρήχθησαν στα ενοφθαλμισμένα μοντέλα 
(Πίν. 4.11-4.13) σε σχέση με τα μοντέλα μάρτυρες (Πίν. 4.10) προσδιορίσθηκε ποιες 
από αυτές φαίνεται να είναι μικροβιακοί μεταβολίτες και από ποιους μικροοργανισμούς 
παράγονται. Επίσης, λαμβάνοντας υπόψη τα μοντέλα μάρτυρες προσδιορίστηκαν 
πτητικές ουσίες που παρήχθησαν απο μηχανισμούς διαφορετικούς της μικροβιακής 
δραστηριότητας. 
Οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα μόνο λόγω της παρουσίας των 
Pseudomonas spp. (εννοώντας ότι αφαιρούνται οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα 
μοντέλα μάρτυρες) ήταν η 2-butenoic acid, 2-Undecanone, Hexanoic acid ethyl ester, 
Ethyl octanoate, Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl tiglate, 2-Nonanol, cis-4-decenal, 2-
Nonanone και Ethyl isovalerate (Πίν. 4.11). Από αυτές, ορισμένες ουσίες βρέθηκε να 
παράγονται αποκλειστικά στα μοντέλα που είχαν εμβολιασθεί με Pseudomonas spp. (2-
butenoic acid, Hexanoic acid ethyl ester, Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl tiglate και Ethyl 
isovalerate). Η Ethyl isovalerate και η Ethyl tiglate παρουσίασαν αύξηση στους 0 και 15 
o
C, ενώ η Ethyl-2-methylbutyrate παρουσίασε αύξηση στους 15oC, στα μοντέλα που 
αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες. Η Ethyl-2-methylbutyrate και η Ethyl 
isovalerate παρουσίασαν αύξηση και στα φιλέτα κατά τη διάρκεια της συντήρησης  
στους 5 και 15oC σε αερόβιες συνθήκες. 
Οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα μόνο λόγω της παρουσίας των 
Shewanella spp. ήταν η 2-butenoic acid, 2-Undecanone, 2-Nonanone, Ethyl oleate, 
Ethyl octanoate, Lauryl alcohol, 2-Nonanol και cis-4-decenal (Πίν. 4.12). Η Ethyl oleate 
βρέθηκε να παράγεται αποκλειστικά στα μοντέλα που είχαν εμβολιασθεί με Shewanella 
spp.  
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Οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα μόνο λόγω της παρουσίας των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν η Isoamyl acetate, Linanol, Lauryl alcohol, Nonanoic 
acid, n-butyl-2-methylbutyrate, 2-methyl-1-butanal, 3-methyl-1-butanal, 3-hydroxy-1-
butanone, Isoamyl alcohol και 2-ethyl-1-hexanol, ενώ από αυτές η Isoamyl acetate, 
Linanol, Nonanoic acid, n-butyl-2-methylbutyrate, 2-methyl-1-butanal, 3-methyl-1-
butanal και 3-hydroxy-1-butanone, παρήχθησαν αποκλειστικά από τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια. Η 2-methyl-1-butanal και 3-methyl-1-butanal παρουσίασαν αύξηση στους 
0
o
C, η 3-hydroxy-1-butanone παρουσίασε αύξηση στους 5 oC, ενώ η Isoamyl acetate, 2-
methyl-1-butanal, Linanol, Nonanoic acid και η 3-hydroxy-1-butanone παρουσίασαν 
αύξηση στους 15oC στα μοντέλα που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες. Η 3-
methyl-1-butanal παρουσίασε αύξηση και στα φιλέτα κατά τη διάρκεια της συντήρησης 
στους 0 και 15oC σε αερόβιες συνθήκες. Στα μοντέλα που αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ, η 
2-methyl-1-butanal παρουσίασε αύξηση στους 0oC, ενώ η 3-hydroxy-1-butanone 
παρουσίασε αύξηση σε όλες τις θερμοκρασίες που μελετήθηκαν. 
Ουσίες που βρέθηκαν στους μάρτυρες αλλά δεν ανιχνεύχθηκαν σε καμιά 
περίπτωση ενοφθαλμισμένου μοντέλου με μικροοργανισμούς (δηλαδή ουσίες 
αποκλειστικά από μηχανισμούς διαφορετικούς της μικροβιακής δραστηριότητας) ήταν 
η 4-methyl-2-pentanone, n-nonane, 1-butoxy-2-propanol και η Cis-6-nonen-1-ol. 
Πληθώρα ουσιών ανιχνεύθηκαν στους μάρτυρες και φυσικά στα μοντέλα 
ενοφθαλμισμένα με μικροοργανισμούς. Η Isoamyl alcohol και 2-ethyl-1-hexanol 
ανιχνεύθηκαν σε αρκετά υψηλότερες ποσότητες στα μοντέλα που είχαν εμβολιασθεί με 
οξυγαλακτικά βακτήρια μόνο σε σχέση με τους μάρτυρες (Πίν. 4.13), υπονοώντας ότι 
είναι 2 ουσίες οι οποίες παράγονται και από μεταβολική δραστηριότητα κυρίως από τα 
οξυγαλακτικά. Η Isoamyl alcohol παρουσίασε αύξηση στους 0oC σε συνθήκες ΜΑΡ, 
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ενώ η 2-ethyl-1-hexanol παρουσίασε μεγάλη αύξηση, σε σχέση με τα υπόλοιπα 
μοντέλα, σε όλες τις θερμοκρασίες και στις δύο ατμόσφαιρες. 
 
Μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με τα επίπεδα 
πληθυσμών των μικροοργανισμών 
Οι μεταβολές των πτητικών μεταβολιτών μικροβιακής δραστηριότητας 
(εννοώντας ότι αφαιρούνται οι ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα μάρτυρες), οι 
οποίοι αυξάνονταν κατά τη διάρκεια της συντήρησης, καθώς και η σχέση τους με τους 
πληθυσμούς της ΟΜΧ για τα φιλέτα και με τους πληθυσμούς των Pseudomonas spp., 
Shewanella spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων για τα μοντέλα παρουσιάζονται 
στα διαγράμματα 4.13-4.24.   
Στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες, στους 0oC, η 3-Methyl-1-butanal 
παρουσίασε αύξηση από την 4η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ 
ήταν 4,80 log cfu/g, ενώ η cis-6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση από την 12η ημέρα όπου 
ο πληθυσμός της ΟΜΧ ήταν 8,11 log cfu/g (Σχ. 4.13).  Στους 15oC, η Ethyl acetate, 3-
Methyl-1-butanal, Ethyl isobutyrate, Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate και cis-
6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση μετά την 1η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός 
της ΟΜΧ ήταν 7,24 log cfu/g (Σχ. 4.15).  
Στα φιλέτα σε συνθήκες ΜΑΡ, στους 0oC, η cis-4-Heptenal παρουσίασε αύξηση 
από την 4η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ ήταν 4,52 log cfu/g (Σχ. 
4.13). Στους 5oC, το acetic acid παρουσίασε αύξηση από την αρχή της αποθήκευσης 
των φιλέτων σε ΜΑΡ όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ ήταν χαμηλός (3,23 log cfu/g). Η 3-
Methyl-1-butanal και η 2-Methyl-1-butanal παρουσίασαν αύξηση από την 8η ημέρα της 
συντήρησης όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ ήταν 7,82 log cfu/g (Σχ. 4.11). Στους 15oC, η 
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cis-4-Heptenal παρουσίασε αύξηση από την αρχή της συντήρησης, ενώ η Hexanal μετά 
την 1η ημέρα όπου ο πληθυσμός της ΟΜΧ είχε φθάσει 7,03 log cfu/g (Σχ. 4.15).  
Στα μοντέλα υποστρώματα ενοφθαλμισμένα με Pseudomonas spp. υπό αερόβιες 
συνθήκες στους 0 oC, η 2-ethyl-1-hexanol παρουσίασε αύξηση από την αρχή του 
χρόνου συντήρησης όπου ο πληθυσμός ήταν 3,96 log cfu/g, ενώ η Ιsoamyl alcohol, 
Ethyl isovalerate και η Ethyl tiglate παρουσίασαν αύξηση από την 8η ημέρα της 
συντήρησης όπου ο πληθυσμός των Pseudomonas spp ήταν 8,36 log cfu/g (Σχ. 4.16). 
Στους 15 oC, η 2-pentanone παρουσίασε αύξηση από την αρχή της συντήρησης, ενώ η 
Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate, Ethyl tiglate, 2-heptanone, 2-ethyl-1-hexanol 
και linanol μετά την 1η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός των Pseudomonas 
spp. ήταν 8,02 log cfu/g. Τέλος η 2-undecanone παρουσίασε αύξηση από την 2η ημέρα 
όπου ο πληθυσμός ήταν 9,11 log cfu/g (Σχ. 4.18). Στα μοντέλα ενοφθαλμισμένα με 
Pseudomonas spp. αποθηκευμένα σε ΜΑΡ στους 0 oC, η 1-hexanol παρατηρήθηκε να 
αυξάνει από την αρχή της συντήρησης, ενώ η 1-dodecene από την 16η ημέρα όπου ο 
πληθυσμός τους ήταν 7,61 log cfu/g (Σχ. 4.16). Στους 5 oC, η hexanal και 1-hexanol 
παρουσίασαν αύξηση από την αρχή της συντήρησης, ενώ η trans-2-octenal, n-dodecane 
παρουσίασαν αύξηση από την 4η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός των 
Pseudomonas spp. ήταν 6,66 log cfu/g (Σχ. 4.17). Στους 15 oC, η Isoamyl alcohol, 1-
dodecene και η 2-undecanone παρουσίασαν αύξηση μετά την 1η ημέρα της συντήρησης 
όπου ο πληθυσμός τους ήταν 7,56 log cfu/g (Σχ. 4.18).    
Από τις ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα ενοφθαλμισμένα με Shewanella 
spp. αποθηκευμένα σε αερόβιες συνθήκες στους 0 oC, η n-tetracosane παρατηρήθηκε να 
αυξάνει από την 8η ημέρα της συντήρησης όπου ο πληθυσμός των βακτηρίων αυτών 
ήταν 6,77 log cfu/g (Σχ. 4.19). Στους 5 oC, η hexenal, 1-hexanol, 2-ethyl-1-hexanol 
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αυξήθηκαν από την αρχή του χρόνου συντήρησης όπου ο πληθυσμός τους ήταν 3,34 
log cfu/g, ενώ η 1-dodecene παρουσίασε αύξηση από την 4η ημέρα όπου ο πληθυσμός 
τους ήταν 6,62 log cfu/g (Σχ. 4.20). Στους 15 oC, η 2-pentanone αυξήθηκε από την αρχή 
της συντήρησης, ενώ η Isoamyl alcohol, 2-heptanone, 2-nonanone, 2-nonanol, 2-
undecanone και η n-octadecane μετά την 1η ημέρα όπου ο πληθυσμός τους ήταν 5,46 
log cfu/g (Σχ. 4.21). Στα μοντέλα σε MΑΡ στους 5 oC, η heptanal αυξήθηκε από την 
αρχή της συντήρησης, ενώ η 1-dodecene από την 4η ημέρα όπου ο πληθυσμός τους 
ήταν 5,01 log cfu/g (Σχ. 4.20).  
Από τις ουσίες που ανιχνεύθηκαν στα μοντέλα με τα οξυγαλακτικά υπό 
αερόβιες συνθήκες στους 0 oC, η 2-ethyl-1-hexanol αυξήθηκε από την αρχή του χρόνου 
συντήρησης, η 3-methyl-1-butanal από την 4η ημέρα, ενώ η 3-hydroxy-1-butanone, 
Isoamyl alcohol, 2-methyl-1-butanal από την 8η ημέρα. Οι πληθυσμοί των βακτηρίων 
αυτών ήταν 3,63, 4,93 και 7,11 log cfu/g, αρχικά, την 4η και 8 η ημέρα, αντίστοιχα (Σχ. 
4.22). Στους 5 oC, η 2-ethyl-1-hexanol και η trans-2-octenal παρατηρήθηκε να αυξάνουν 
από την αρχή της συντήρησης, ενώ η 3-hydroxy-1-butanone, 1-hexanol από την 4η 
ημέρα όπου ο πληθυσμός των μικροοργανισμών αυτών ήταν 7,79 log cfu/g (Σχ. 4.23). 
Στους 15 oC, η 2-ethyl-1-hexanol και η trans-2-octenal παρουσίασαν αύξηση από την 
αρχή της συντήρησης, ενώ η 2-methyl-1-butanal, 3-hydroxy-1-butanone, 1-hexanol, 
Isoamyl alcohol, nonanoic acid, linanol, nonanol, Lauryl alcohol μετά την 1η ημέρα της 
συντήρησης όπου ο πληθυσμός των μικροοργανισμών ήταν 7,56 log cfu/g (Σχ. 4.24).  
Στα μοντέλα με τα οξυγαλακτικά σε MΑΡ στους 0 oC, η 2-ethyl-1-hexanol βρέθηκε να 
αυξάνει από την αρχή της συντήρησης, ενώ η 3-hydroxy-1-butanone, Isoamyl alcohol, 
trans-2-octenal, 2-methyl-1-butanal από την 8η ημέρα όπου ο πληθυσμός των 
βακτηρίων ήταν 6,52 log cfu/g (Σχ. 4.22). Στους 5 oC, η 2-ethyl-1-hexanol και η trans-2-
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octenal παρουσίασαν αύξηση από την αρχή της συντήρησης, ενώ η 3-hydroxy-1-
butanone, 1-hexanol, n-hexadecane από την 4η ημέρα όπου ο πληθυσμός των 
οξυγαλακτικών ήταν 7,03 log cfu/g (Σχ. 4.23). Στους 15 oC, η n-hexadecane βρέθηκε να 
αυξάνει από την αρχή της συντήρησης, η 2-methyl-1-butanal, 2-ethyl-1-hexanol, 3-
hydroxy-1-butanone, 1-hexanol και η isoamyl alcohol μετά την 1η ημέρα όπου τα 
οξυγαλακτικά βρίσκονταν στα επίπεδα των 7,81 log cfu/g, ενώ η linanol παρουσίασε 
αύξηση την 2η ημέρα της συντήρησης όπου τα βακτήρια αυτά ξεπέρασαν τους 8 log 
(8,14 log cfu/g) (Σχ. 4.24). 
 
4.4. Συζήτηση  
Είναι κοινά αποδεκτό από τη βιβλιογραφία αλλά και από την παρούσα διατριβή, 
ότι οι μικροοργανισμοί Pseudomonas spp. και τα υδροθειούχα βακτήρια (κυρίως S. 
putrefaciens) αποτελούν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στους 
ιχθύες που συντηρούνται σε αερόβιες συνθήκες σε χαμηλές θερμοκρασίες, με τα 
Pseudomonas spp. να αποτελούν τους ΕΑΜ στην τσιπούρα (Alvarez et al., 2008; 
Koutsoumanis et al. 1999, Koutsoumanis & Nychas 2000, Tryfinopoulou et al. 2002 
Tryfinopoulou et al. 2007). Πράγματι, τα Pseudomonas spp. είναι οι μικροοργανισμοί 
που φθάνουν στους υψηλότερους πληθυσμούς από περίπου τα μέσα του χρόνου 
συντήρησης και επικρατούν μέχρι το χρόνο απόρριψης, ενώ τα υδροθειούχα βακτήρια 
αποτελούν τους επόμενους πιο επικρατέστερους μικροοργανισμούς στους 0oC και 5oC 
(Koutsoumanis & Nychas 2000) ή άλλοι μικροοργανισμοί όπως τα Enterobacteriaceae 
επικρατούν σε υψηλότερες θερμοκρασίες. Επιπλέον, οι ουσίες που δίνουν τις 
χαρακτηριστικές οσμές στην τσιπούρα που αποθηκεύεται αερόβια, είναι αμμωνιακής 
φύσης, κυρίως προϊόντα μεταβολισμού των Pseudomonas spp. (Dainty 1996). 
Πράγματι, το TVB-N αυξάνεται από τα μέσα της διάρκειας της συντήρησης αλλά τις 
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περισσότερες φορές δεν φθάνει πάνω από τα 30-35 mg N/100g σάρκας (Kyrana et al. 
1997, Koutsoumanis & Nychas 2000, Kyrana & Lougovois 2002, Goulas & 
Kontominas 2007), όπου είναι και το Νομοθετικό όριο ((EC) No 2074/2005). Τα 
υδροθειούχα βακτήρια ενώ αποτελούν τους ΕΑΜ για τους ιχθύες που προέρχονται από 
τις βόρειες θάλασσες και αποθηκεύονται στους 0oC  (Gram et al. 1987), είναι οι 
δεύτεροι πιο επικρατέστεροι μικροοργανισμοί στα αλιεύματα που προέρχονται από τη 
Μεσόγειο (Koutsoumanis & Nychas 1999, Koutsoumanis & Nychas 2000, 
Tryfinopoulou et al. 2007), ενώ αποτελούνται κυρίως από Shewanella spp. και στους 
ιχθύες των βόρειων θαλασσών (Gram et al. 1987, Jorgensen & Huss 1989, Dalgaard et 
al. 1993, Dalgaard 1995) αλλά και στα μεσογειακά αλιεύματα όπως η τσιπούρα 
(Tryfinopoulou et al. 2007). Ο κύριος χημικός δείκτης αλλοίωσης που μπορεί να 
χρησιμοποιηθεί για τα αλιεύματα που αλλοιώνονται από Shewanella είναι η ΤΜΑ η 
οποία στην περίπτωσή μας δεν έφθασε σε σημαντικά επίπεδα. Η αδυναμία των 
Shewanella να επικρατήσουν στα μεσογειακά αλιεύματα και να παράγουν ικανή 
ποσότητα ΤΜΑ έχει σχολιαστεί στην βιβλιογραφία, με επικρατέστερη άποψη αυτή που 
υποστηρίζει ότι οι ιχθύες της Μεσογείου δεν διαθέτουν ΤΜΑΟ, το οποίο είναι η 
πρόδρομη ουσία για την παραγωγή του ΤΜΑ (Koutsoumanis et al. 1999, Koutsoumanis 
& Nychas 1999,2000). Οι Kyrana & Lougovois (2002) αναφέρουν ότι όταν η τιμή του 
ΤΜΑΟ στο λαβράκι είναι περίπου 22 και 12,5 mg N ανά 100 g ιχθύος την πρώτη ημέρα 
και την 22η ημέρα της συντήρησης αντίστοιχα, στον πάγο, η τιμή του ΤΜΑ είναι 0,20 
και 1,25 mg N ανά 100 g ιχθύος, αντίστοιχα.  
Οι υπόλοιποι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί όπως τα οξυγαλακτικά βακτήρια, B. 
thermosphacta και τα Enterobacteriaceae τα οποία δεν ευνοούνται τόσο όσο τα 
Pseudomonas και τα Shewanella στους 0οC, αλλά σε υψηλότερες θερμοκρασίες ψύξης 
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όπως οι 5oC, είναι δυνατό να συνεισφέρουν περισσότερο στην αλλοίωση φθάνοντας σε 
υψηλότερους πληθυσμούς ακόμη και από τα Shewanella. Σε περιπτώσεις σημαντικής 
διατάραξης στην ψυκτική αλυσίδα αυτοί οι μικροοργανισμοί αναπτύσονται ακόμη 
ταχύτερα και φθάνουν σε υψηλότερους πληθυσμούς. Πράγματι, τα Enterobacteriaceae 
αποτέλεσαν την κυρίαρχη ομάδα μικροοργανισμών στους 15 οC. Η κυριαρχία των 
μικροοργανισμών κατά την αλλοίωση είναι στενά συνδεδεμένη με τις μεταβολές της 
θερμοκρασίας. Στους ιχθύες της Β. Ευρώπης για παράδειγμα, το Shewanella αποτελεί 
τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στους 0°C, ενώ τα Enterobacteriaceae και τα 
Vibrionaceae αποτελούν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς με την 
αύξηση της θερμοκρασίας στους 20°C (Gram et al. 1987,1992).     
Το B. thermosphacta παρουσίασε μεγάλη αύξηση κατά τη διάρκεια 
συντήρησης, ιδιαίτερα σε συνθήκες ΜΑΡ. Ο μικροοργανισμός αυτός μπορεί να 
παρουσιάσει μεγάλη αύξηση σε οικοσυστήματα τα οποία είναι εμπλουτισμένα με CO2 
και χαμηλό O2  κυρίως σε χαμηλές θερμοκρασίες (Drosinos & Nychas1996, 
Koutsoumanis et al. 2000). Σε ιχθύες που προέρχονται από ελληνικά ύδατα, τα B. 
thermosphacta και τα οξυγαλακτικά βακτήρια έχουν αναφερθεί ως ειδικοί αλλοιωγόνοι 
μικροοργανισμοί κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε ΜΑΡ και αερόβιες συνθήκες σε 
χαμηλές θερμοκρασίες (Drosinos & Nychas 1996 Drosinos et al. 1997 Koutsoumanis & 
Nychas, 1999, Taoukis et al. 1999a,b, Koutsoumanis et al. 2000). Στην παρούσα 
διατριβή, τα οξυγαλακτικά βακτήρια απαριθμήθηκαν σχετικά σε χαμηλούς πληθυσμούς 
(περίπου 6-6,5 log cfu/g) σε συνθήκες ΜΑΡ, παρόλο που η αύξηση της συγκέντρωσης 
του CO2, κατά Koutsoumanis et al. (2000), ευνοεί την ανάπτυξή τους. Οι Koutsoumanis 
et al. (2000) παρατήρησαν να προκύπτει συγκυριαρχία μεταξύ των B. thermosphacta 
και S. putrefaciens και αναχαίτιση της αύξησης του Pseudomonas spp., στο μπαρμπούνι 
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(Mullus barbatus) σε συνθήκες ΜΑΡ με 50 και 80% CO2 σε χαμηλές θερμοκρασίες 
(4
o
C). Παρομοίως, οι Drosinos & Nychas (1996) αναφέρουν παρόμοια μεταβολή στη 
μικροβιακή σύνθεση τσιπούρας σε συνθήκες ΜΑΡ στους 0 οC. Η διαφορετική σύσταση 
αερίων στη συσκευασία ΜΑΡ που χρησιμοποιήθηκε στην δική μας περίπτωση καθώς 
και οι συνθήκες υπό τις οποίες προετοιμάσθηκε, συσκευάσθηκε και αποθηκεύθηκε το 
προϊόν της παρούσας διατριβής, φαίνεται να οδήγησε στην επιλογή διαφορετικών 
μικροοργανισμών, με αποτέλεσμα η κυρίαρχη μικροβιακή σύνθεση τουλάχιστων σε 
επίπεδο πληθυσμών, των φιλέτων τσιπούρας σε συνθήκες ΜΑΡ στους 0 και 5 οC, να 
είναι διαφορετική σε σχέση με τους παραπάνω ερευνητές. Κατά τη συντήρηση, όπως 
είναι γνωστό, η αρχική μικροβιακή σύνθεση μεταβάλλεται, εξαρτώμενη κυρίως από τις 
επικρατούσες συνθήκες της αποθήκευσης όπως είναι η θερμοκρασία, η ατμόσφαιρα, 
κ.ά. (Dalgaard 2003), με αποτέλεσμα οι μικροοργανισμοί οι οποίοι επικρατούν στο 
προϊόν στο τέλος της συντήρησης να είναι διαφορετικοί υπό διαφορετικές συνθήκες 
(Leisner & Gram 1999). Οι Pournis et al. (2006), οι οποίοι χρησιμοποίησαν την ίδια 
σύσταση αερίων με της παρούσας διατριβής, αναφέρουν ότι τα Pseudomonas spp. και 
τα βακτήρια που παράγουν H2S (κυρίως S. putrefaciens) αποτέλεσαν τους κυρίαρχους 
μικροοργανισμούς σε κοτσομούρα (Mullus surmuletus) που αποθηκεύθηκε στους 4oC. 
Επιπλέον, τα B. thermosphacta (περίπου 5 log cfu/g) και τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
(περίπου 4,5 log cfu/g) αποτέλεσαν χαμηλούς πληθυσμούς της τελικής μικροβιακής 
σύνθεσης στην κοτσομούρα σε ατμόσφαιρα αέρα και ΜΑΡ στους 4oC. Παρόλο που τα 
Pseudomonas spp. παρουσιάζουν γενικά χαμηλότερη ανθεκτικότητα στο CO2 σε σχέση 
με τα B. thermosphacta, S. putrefaciens και οξυγαλακτικά βακτήρια (Gill & Mollin 
1991), αποτέλεσαν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό στους 0 και 5oC σε συνθήκες ΜΑΡ. 
Ο πληθυσμός των Pseudomonas spp. στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων σε ΜΑΡ στις 
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θερμοκρασίες ψύξης ήταν χαμηλότερος σε σχέση με τον πληθυσμό που απαριθμήθηκε 
σε αερόβιες συνθήκες. Η επιβράδυνση της αύξησης του Pseudomonas spp. φαίνεται να 
οφείλεται στην προαναφερθείσα χαμηλή ανθεκτικότητά του στο CO2 (Gill & Mollin 
1991), αλλά η επικράτησή του ως κυρίαρχος φαίνεται να οφείλεται στα υψηλά ποσά 
οξυγόνου (10%) (Pournis et al. 2005) που χρησιμοποιήθηκαν στη συσκευασία ΜΑΡ 
της παρούσας διατριβής. 
Ένας εναλλακτικός τρόπος προσδιορισμού της μικροβιακής αλλοίωσης είναι η 
εκτίμηση της αλλοιωγόνου δράσης των μικροοργανισμών μέσω του προσδιορισμού της 
μεταβολικής τους δραστηριότητας και περαιτέρω η χρήση του μεταβολίτη ή ομάδας 
μεταβολιτών ως χημικού δείκτη αλλοίωσης. Το TVB-N (Olafsdottir et al. 1997), TMA-
N (Malle et al. 1989), και διάφοροι άλλοι πτητικοί μεταβολίτες μικροβιακής 
δραστηριότητας (Joffraud et al. 2001, Jorgensen et al. 2001, Duflos et al. 2006, 
Jonsdottir et al. 2008, Soncin et al. 2008) και οι βιογενείς αμίνες (Mietz & Karmas 
1977, Fernandez-Salguero & Mackie 1987) έχουν προταθεί ως χημικοί δείκτες 
αλλοίωσης στους ιχθύες.  
Η μέτρηση του TVB-N περιλαμβάνει ουσίες όπως είναι το TMA-N, η 
διμεθυλαμίνη, η αμμωνία και διάφορες άλλες πτητικές αζωτούχες ενώσεις που έχουν 
παραχθεί εξαιτίας της βακτηριακής αποικοδόμησης των πρωτεϊνών και των αμινοξέων 
(Gram & Huss 1996, Olafsdottir et al. 1997). Οι Goulas & Kontominas (2007) 
αναφέρουν ότι η τιμή του TVB-N στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής των φιλέτων 
τσιπούρας ήταν 15,9 mg N/100 g. Οι Koutsoumanis & Nychas (2000) αναφέρουν τιμές 
χαμηλότερες από αυτές που αναφέρουν οι παραπάνω ερευνητές. Η τιμή του TVB-N την 
ημέρα 0 (15,29±0,31 mg N/100 g) που προέκυψε στην παρούσα διατριβή ήταν λίγο 
χαμηλότερη από αυτή που αναφέρουν οι Goulas & Kontominas (2007). Κατά Etienne 
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(2005), η ποσότητα του TVB-N στους φρέσκους ιχθύες κυμαίνεται κυρίως μεταξύ 10-
15 mg/100g ιχθύος με εξαίρεση τα πελαγικά ψάρια, μεταξύ 16-18 mg/100g στις 
σαρδέλες (El Marrrakchi et al. 1990), 18-20 mg/100g στο σκουμπρί (Malle et al. 1983) 
και περίπου 30 mg/100 g στον μακρύπτερο τόνο (Pérez-Villarreal & Pozo 1990). 
Ωστόσο, διάφοροι παράγοντες όπως είναι η ηλικία του ιχθύος, η τοποθεσία και ο 
τρόπος σύλληψης επηρεάζουν την παραγωγή των χημικών αυτών ουσιών (Morishita et 
al. 1989). Κατά  Connell (1995), η περιεκτικότητα του TVB-N σε φρέσκους ιχθύες 
μπορεί να κυμαίνεται μεταξύ 5 και 20 mg/100g ιχθύος. Στο χρόνο απόρριψης της 
τσιπούρας, οι Goulas & Kontominas (2007) αναφέρουν τιμές TVB-N 35 mg/100g 
ιχθύος (τιμή που έχει ορισθεί ως ανώτατο όριο από την (EC) No 2074/2005) μετά από 
15-16 ημέρες συντήρησης των φιλέτων σε αερόβιες συνθήκες στους 4oC. Στην 
παρούσα διατριβή, στα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες, σε όλες τις θερμοκρασίες που 
μελετήθηκαν, τη στιγμή της οργανοληπτικής απόρριψης, τα ποσά του TVB-N δεν 
ξεπέρασαν τα 26 mg/100g ιχθύος. Παρόμοιες τιμές TVB-N αναφέρουν οι 
Koutsoumanis & Nychas (2000) για ιχθύες τσιπούρας που συντηρήθηκαν σε αερόβιες 
συνθήκες σε θερμοκρασίες 0, 5, 10 και 15 oC. Η αύξηση του TVB-N εξαρτάται από τη 
δράση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών  κυρίως όμως στο χρόνο απόρριψης 
(Koutsoumanis & Nychas 2000). Συγκεκριμένα, έχει αναφερθεί ότι σχετίζεται με την 
παραγωγή πτητικών αζωτούχων ενώσεων από τη δράση των Pseudomonas spp., S. 
putrefaciens και Enterobacteriaceae όταν αποτελούν την κυρίαρχη αλλοιωγόνο 
μικροβιακή σύνθεση (Gram et al. 1987, Edwards et al. 1987, Dainty et al. 1989, Gram 
& Huss 1996 Leisner & Gram 1999, Koutsoumanis & Nychas 2000). Στην παρούσα 
διατριβή, οι μικροοργανισμοί αυτοί αποτελούσαν την κυρίαρχη αλλοιωγόνο 
μικροβιακή σύνθεση στα φιλέτα υπό συνθήκες αέρα και στις τρεις θερμοκρασίες. Στα 
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φιλέτα σε ΜΑΡ, όπου ο ρυθμός αύξησης των μικροοργανισμών αυτών ήταν 
χαμηλότερος σε σχέση με τον αέρα, το TVB-N αυξήθηκε πιο αργά. Επιπλέον, 
παρατηρήθηκε αύξηση του πληθυσμού των B. thermosphacta και οξυγαλακτικών 
βακτηρίων σε ΜΑΡ, τα οποία παράγουν οργανικά οξέα (Nychas & Arkoudelos 1991 
Drosinos & Board 1995, Drosinos & Nychas 1997). Η αύξηση που παρατηρείται κατά 
τις πρώτες ημέρες της αποθήκευσης οφείλεται κυρίως στην παραγωγή αμινών εξαιτίας 
του φαινομένου της αυτόλυσης (Huss 1995). Κατά Oehlenschläger (1992, 1997a,b), η 
ανάλυση του TVB-N αντικατοπτρίζει μόνο τα στάδια της προχωρημένης αλλοίωσης 
των ιχθύων και δεν θεωρείται αξιόπιστη ουσία για την αξιολόγηση της φρεσκάδας των 
ψαριών στο αρχικό στάδιο της αποθήκευσης Η παραπάνω διαπίστωση υποστηρίζεται 
και από άλλους ερευνητές, όπως οι Castro et al. (2006) οι οποίοι αναφέρουν ότι δεν 
παρατηρείται καμία μεταβολή στις τιμές του TVB-N πριν την απόρριψη λαβρακιού 
στον πάγο. 
Οι βιογενείς αμίνες έχουν προταθεί ως δείκτες για τον προσδιορισμό της 
ποιότητας των ιχθύων (Fernandez-Salguero & Mackie 1987, Koutsoumanis et al. 1999). 
Η παραγωγή των βιογενών αμινών οφείλεται στην ικανότητα των μικροοργανισμών να 
αποκαρβοξυλιώνουν τα αμινοξέα (Gale 1946). Η καδαβερίνη και η πουτρεσκίνη 
χρησιμοποιούνται για την αξιολόγηση της μικροβιακής αλλοίωσης στους ιχθύες (Mietz 
& Karmas 1977, Fernandez-Salguero & Mackie 1987, Koutsoumanis et al. 1999). Οι 
Koutsoumanis et al. (1999) αναφέρουν ότι τα επίπεδα της καδαβερίνης και της 
πουτρεσκίνης αυξήθηκαν σε ιχθύες τσιπούρας κατά τη συντήρησή τους σε 
θερμοκρασία 0, 8 και 15oC, όταν τα Pseudomonas spp. και τα βακτήρια που παράγουν 
H2S αποτελούσαν τους κυρίαρχους μικροοργανισμούς στη μικροβιακή σύνθεση. Η 
παραγωγή καδαβερίνης στην παρούσα μελέτη, παρατηρήθηκε στα φιλέτα ιχθύος σε 
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όλες τις συνθήκες συντήρησης όπου τα Pseudomonas spp. αποτελούσαν σημαντικό 
μέρος στην κυρίαρχη μικροβιακή σύνθεση. Η παραγωγή πουτρεσκίνης, παρατηρήθηκε 
στα φιλέτα ιχθύος σε αερόβιες συνθήκες στους 15 oC, όπου τα Enterobacteriaceae και 
τα Pseudomonas spp. αποτελούσαν την κυρίαρχη μικροβιακή σύνθεση. Η παραγωγή 
πουτρεσκίνης έχει συνδεθεί στο παρελθόν με την παρουσία των Enterobacteriaceae, 
όταν αυτά αποτελούσαν πολύ σημαντικό ποσοστό (>90%) της μικροβιακής σύνθεσης 
σε “ready to eat” λαχανικά (Halasz et al.1994). Έχουν αναφερθεί διακυμάνσεις των 
ουσιών αυτών σε διαφορετικά είδη ιχθύων. Οι Mietz & Karmas (1978) αναφέρουν ότι 
οι τιμές της καδαβερίνης κυμαίνονταν από 1,16 – 10,36 ppm (0,116-1,036 mg/100g) σε 
υψηλής ποιότητας ιχθύες όπως το πετρόψαρο (rockfish), τα φιλέτα σολομού (salmon 
steaks) και οι γαρίδες (shrimp), ενώ τα επίπεδα της πουτρεσκίνης κυμαίνονταν από 1,36 
– 6,30 ppm (0,136-0,630 mg/100g) σε υψηλής ποιότητας ιχθύες όπως οι ουρές αστακού 
(lobster tails), τα φιλέτα σολομού και οι γαρίδες. Οι ίδιοι ερευνητές, σε άλλη μελέτη 
(Mietz & Karmas 1977) αναφέρουν ότι τα επίπεδα της καδαβερίνης κυμαίνονταν από 
0.24 - 5.32 ppm (0,024-0,532 mg/100g), ενώ τα επίπεδα πουτρεσκίνης από 0 - 1.84 ppm 
(0-0,184 mg/100g) σε υψηλής ποιότητας τόνο. Στην παρούσα μελέτη, οι ποσότητες της 
καδαβερίνης δεν ξεπέρασαν την τιμή των 0,91 mg/100g σε συνθήκες αέρα και των 0,84 
mg/100g σε ΜΑΡ, σε καλής ποιότητας φιλέτα τσιπούρας. Οι τιμές αυξάνονταν 
περαιτέρω στο αλλοιωμένο προϊόν. Οι Koutsoumanis et al. (1999) αναφέρουν ότι η 
πουτρεσκίνη και η καδαβερίνη βρέθηκαν στα επίπεδα των 0,34 και 0,39 mg/100g, 
αντίστοιχα, στους 0oC, 0,24 και 0,35 mg/100g, αντίστοιχα, στους 8oC, ενώ 0,42 και 
3,42 mg/100g, αντίστοιχα, στους 15oC, σε καλής ποιότητας ιχθύες τσιπούρας. 
Επιπλέον, η τυραμίνη δεν ανιχνεύθηκε σε αερόβιες συνθήκες, ενώ ανιχνεύθηκε στα 
φιλέτα σε ΜΑΡ στους 5 και 15oC όταν ο πληθυσμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
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ήταν περίπου 6 log cfu/g. Οι Edwards et al. (1987) αναφέρουν ότι η τυραμίνη 
παράγεται από τα Lactobacilli (L. divergens και L. carnis). Η τυραμίνη απαντάται σε 
καλής ποιότητας τρόφιμα σε επίπεδα από 10–80 mg/100g (Ten Brink et al. 1990). 
Επιπρόσθετα, η σπερμίνη αυξήθηκε σχεδόν σε όλες τις συνθήκες συντήρησης. 
Αντίθετα, μείωση της ουσίας αυτής έχει αναφερθεί στο παρελθόν κατά τη διάρκεια 
συντήρησης χοιρινού κρέατος σε διάφορες θερμοκρασίες (Halasz et al. 1994). 
Παρομοίως, οι Koutsoumanis et al. (1999) αναφέρουν μείωση της σπερμίνης στην 
τσιπούρα στους 15oC, ενώ αυξομειώσεις παρατηρήθηκαν στους 0 και 8oC.  
Η παραγωγή της πουτρεσκίνης, της τρυπταμίνης και της τυραμίνης 
επηρεάστηκε από τις συνθήκες αποθήκευσης (θερμοκρασία και ατμόσφαιρα) των 
ιχθύων, αφού η καθεμία ανιχνεύθηκε σε συγκεκριμένες συνθήκες. Η καδαβερίνη, η 
σπερμίνη και η πουτρεσκίνη θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως δείκτες ποιότητας 
των ιχθύων τσιπούρας, ενώ η τυραμίνη θα μπορούσε να μελετηθεί περαιτέρω ώστε να 
διαπιστωθεί εάν μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης ποιότητας των ιχθύων 
μεσογειακής προέλευσης.  
Το TMA-N χρησιμοποιείται ως δείκτης για τον προσδιορισμό της αλλοίωσης. 
Έχουν  παρατηρηθεί µεγάλες διακυµάνσεις της τιμής της τριµεθυλαµίνης  ανάλογα με 
το είδος του ιχθύος, την εποχή της αλιείας του, τον πληθυσμό των μικροοργανισμών 
που παράγουν ΤΜΑ, τις συνθήκες αποθήκευσης και συντήρησής του καθώς και το 
στάδιο της αλλοίωσής του (Debevere & Boskou 1996, Sivertsvik et al. 2002). Σε ιχθύες 
τσιπούρας που έχουν αλιευθεί από ελληνικά ύδατα, η τιμή του TMA-N είναι χαμηλή 
(Drosinos & Nychas 1996, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999, 2000). 
Οι Drosinos & Nychas (1997) αναφέρουν ότι δεν παράχθηκε ΤΜΑ κατά τη διάρκεια 
συντήρησης φιλέτων τσιπούρας σε ΜΑΡ στους 0±1οC. Χαμηλές συγκεντρώσεις του 
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TMA-N έχουν αναφερθεί σε διάφορα άλλα είδη ιχθύων, όπως στην τιλάπια, στο τέλος 
της συντήρησης σε χαμηλές θερμοκρασίες (Reddy et al. 1994, 1996). Έχουν αναφερθεί 
διαφορετικές τιμές ΤΜΑ – Ν ως αποδεκτά όρια για το ίδιο είδος ιχθύος. Τα όρια που 
έχουν αναφερθεί για ιχθύες τσιπούρας είναι: 1 mg N/100 g (Kyrana et al. 1997), 5–10 
mg N/100 g (Ozogul et al. 2004), 2–3 mg N/100 g (Goulas & Kontominas, 2007), 2.0–
8.87 mg N/100 g (Chouliara et al. 2004). Στην παρούσα διατριβή, η παραγωγή του 
TMA-N στα φιλέτα δεν ξεπέρασε το 1 mg N/100 g και 0,74 mg N/100 g ιχθύος στο 
χρόνο απόρριψης σε αερόβιες συνθήκες και ΜΑΡ, αντίστοιχα. Η μικρή συγκέντρωση 
της τριμεθυλαμίνης στα φιλέτα ιχθύος τσιπούρας οδηγεί στο συμπέρασμα ότι η ουσία 
αυτή δεν είναι σημαντική για χρήση ως χημικός δείκτης στους ιχθύες της Μεσογείου.  
Η χρήση του TVB-N στα μεσογειακά αλιεύματα και των άλλων αζωτούχων 
μεταβολιτών (ΤΜΑ, βιογενείς αμίνες κτλ) στα αλιεύματα άλλης προέλευσης ή είδους 
από την τσιπούρα, ενώ αποτελούν έναν καλό δέικτη για την αποδοχή ή όχι αυτών των 
προϊόντων, ωστόσο δεν επαρκούν για να χαρακτηρίσουν την ‘φρεσκότητα’ του 
προϊόντος και να βοηθήσουν στην αξιολόγησή της. Αυτό κυρίως οφείλεται στο γεγονός 
ότι οι τιμές τους δεν μεταβάλλονται κατά το πρώτο ήμισυ ή ακόμη και τα 2/3 του 
εμπορικού χρόνου ζωής, με αποτέλεσμα να μπορούν να χρησιμοποιηθούν μόνο ως 
δείκτες απόρριψης και όχι φρεσκότητας. Είναι λοιπόν προφανές ότι για τον γρήγορο 
προσδιορισμό της φρεσκότητας θα πρέπει να ανατρέξουμε στη μελέτη άλλων 
μικροβιακών μεταβολιτών. Αρκετή έρευνα έχει πραγματοποιηθεί στην παραγωγή 
οργανικών οξέων αλλά τα αποτελέσματα θα μπορούσαν να θεωρηθούν ικανοποιητικά 
μόνο στις περιπτώσεις συντήρησης σε ΜΑΡ, όπου επικρατούν μικροοργανισμοί με 
μεταβολισμό προς παραγωγή οξέων, όπως τα οξυγαλακτικά βακτήρια (Drosinos & 
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Nychas 1996, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 1999, Taoukis et al. 
1999a, Taoukis et al. 1999b, Koutsoumanis et al. 2000). 
Οι πτητικές ουσίες έχουν αρχίσει να μελετούνται για να χρησιμοποιηθούν για 
τον προσδιορισμό της αλλοίωσης διότι μεταβάλλονται σημαντικά μεταξύ της ημέρας 0 
και της ημέρας απόρριψης κατά τη διάρκεια συντήρησης των αλιευμάτων (Joffraud et 
al. 2001 Jorgensen et al. 2001 Chung et al. 2002 Duflos et al. 2006 Edirisinghe et al. 
2007 Soncin et al. 2008 Selli & Cayhan 2009 Iglesias et al. 2010). Πράγματι, στην 
παρούσα διατριβή, καθ’όλη τη διάρκεια της συντήρησης, η 3-Methyl-1-butanal, 1-
octen-3-ol και cis-6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση στα φιλέτα αέρα στους 0oC, η Ethyl 
isobutyrate, Ethyl 2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate παρουσίασαν αύξηση στα φιλέτα 
αέρα στους 5oC και η Ethyl acetate, 3-Methyl-1-butanal, Ethyl isobutyrate, Ethyl-2-
methylbutyrate, Ethyl isovalerate, 1-octen-3-ol και cis-6-Nonenal παρουσίασαν αύξηση 
στα φιλέτα αέρα στους 15oC. Στα φιλέτα σε συνθήκες ΜΑΡ, η 1-Penten-3-ol, cis-4-
Heptenal και 1-octen-3-ol παρουσίασαν αύξηση στους 0oC, η acetic acid, 3-Methyl-1-
butanal, 2-Methyl-1-butanal και η 1-octen-3-ol στους 5oC και η Hexanal, cis-4-Heptenal 
και 1-octen-3-ol στους 15oC. Από όλες τις παραπάνω ουσίες, άλλες ουσίες όπως είναι η 
1-Penten-3-ol, 2-Methyl-1-butanal, 3-Methyl-1-butanal, Ethyl acetate και το acetic acid 
έχουν αναφερθεί ως προϊόντα μικροβιακής δραστηριότητας (Joffraud et al. 2001, 
Jorgensen et al. 2001, Duflos et al. 2006, Jonsdottir et al. 2008, Soncin et al. 2008), ενώ 
άλλες όπως είναι η Hexanal, η cis-4-heptanal και η 1-octen-3-ol έχουν αναφερθεί ως 
προϊόντα χημικής δραστηριότητας (Duflos et al. 2006). Η Hexanal παράγεται εξαιτίας 
ενός ενζυματικού μηχανισμού (Josephson et al. 1984). Η 1-octen-3-ol παράγεται 
εξαιτίας της οξείδωσης των n-6 Πολυακόρεστων λιπαρών οξέων. Η χημική 
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δραστηριότητα αποτελεί τη δεύτερη πιο σημαντική αιτία που επιδρά στην ποιότητα των 
ιχθύων.  
Η παρουσία της 1-Penten-3-ol έχει αναφερθεί σε μοντέλα ιχθύος 
ενοφθαλμισμένα με Pseudomonas perolens (Miller et al. 1973). Παρόλα αυτά, στην 
παρούσα διατριβή δεν παρατηρήθηκε αύξηση της ουσίας αυτής στα μοντέλα με 
Pseudomonas spp. σε σχέση με τους μάρτυρες, πράγμα που δείχνει ότι η ύπαρξή της 
δεν οφείλεται σε μικροβιακή δράση αλλά σε άλλο μηχανισμό.    
Η παραγωγή του acetic acid οφείλεται στη δράση του B. thermosphacta και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων (Edwards et al. 1987, Dainty et al. 1989). Πράγματι, στην 
παρούσα διατριβή, παρατηρήθηκε αύξηση του acetic acid στα φιλέτα που 
συντηρήθηκαν σε ΜΑΡ στους 5oC, όπου οι πληθυσμοί των B. thermosphacta και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν υψηλότεροι σε σχέση με την συσκευασία σε αέρα.  
Η παραγωγή αλκοολών, αλδεϋδών και κετονών, κατά τη διάρκεια της 
αλλοίωσης των ιχθύων, οφείλεται κυρίως σε μικροβιακή δράση (Josephson et al. 1983, 
Gram & Huss 1996, Jorgensen et al. 2001). Οι αζωτούχες αλδεϋδες, κετόνες, εστέρες 
και τα σουλφίδια συνδέονται με τη δράση των Pseudomonas spp. (Edwards et al. 1987, 
Dainty et al. 1989). Στην παρούσα διατριβή, οι εστέρες όπως ο 2-butenoic acid ethyl 
ester, Hexanoic acid ethyl ester, Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl tiglate και Ethyl 
isovalerate ανιχνεύθηκαν αποκλειστικά στα μοντέλα με Pseudomonas spp. Η Ethyl-2-
methylbutyrate και η Ethyl isovalerate παρουσίασαν αύξηση κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης υπό τις ίδιες συνθήκες θερμοκρασίας και ατμόσφαιρας στα μοντέλα 
υποστρώματα και στα φιλέτα. Οι ουσίες αυτές α) δεν ανιχνεύθηκαν στην αρχή του 
εμπορικού χρόνου ζωής, β) αυξάνονταν κατά τη διάρκεια της συντήρησης, γ) 
παράγονταν στα μοντέλα με Pseudomonas spp., δ) τα Pseudomonas spp. αποτελούσαν 
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σημαντικό μέρος της κυρίαρχης αλλοιωγόνου μικροβιακής σύνθεσης (σε συγκυριαρχία 
με τα Enterobacteriaceae) στα φιλέτα και στ) αυξάνονταν ενώ παράλληλα 
παρατηρούνταν υποβάθμιση στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των φιλέτων και 
αύξηση του πληθυσμού των Pseudomonas spp. στα μοντέλα. Κατά Fields et al. (1986), 
μία ουσία μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως δείκτης ποιότητας όταν ισχύουν οι παραπάνω 
προϋποθέσεις. Επομένως, η Ethyl-2-methylbutyrate και η Ethyl isovalerate θα 
μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης μικροβιακής 
προέλευσης για τους ιχθύες της Μεσογείου.  
Η 3-hydroxy-1-butanone έχει αναφερθεί στη βιβλιογραφία ως μικροβιακός 
μεταβολίτης. Οι Borch & Molin (1989) αναφέρουν ότι η ουσία αυτή προέρχεται κυρίως 
από τα C. maltaromaticum και από τα C. divergens. Πράγματι, στην παρούσα μελέτη, η 
3-hydroxy-1-butanone ανιχνεύθηκε αποκλειστικά στα μοντέλα με οξυγαλακτικά 
βακτήρια (C. maltaromaticum, L. fuchuensis, C. divergens)  σε όλες τις θερμοκρασίες 
στις δύο ατμόσφαιρες. Οι Jonsdottir et al. (2008) αναφέρουν ότι τα υψηλά επίπεδα της 
ουσίας αυτής σε καπνιστό σολομό παρουσιάζονται όταν τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
αποτελούν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό. Η ουσία αυτή παρουσίασε 
αύξηση κατά τη διάρκεια συντήρησης των μοντέλων αυτών με εξαίρεση τα μοντέλα 
που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες στους 0oC. Στα μοντέλα με οξυγαλακτικά 
βακτήρια που αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ, η 3-hydroxy-1-butanone παρουσίασε αύξηση 
σε όλες τις θερμοκρασίες που μελετήθηκαν. Η ουσία αυτή α) δεν ανιχνεύθηκε στην 
αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής, β) αυξάνονταν κατά τη διάρκεια της συντήρησης και 
γ) παράγονταν στα μοντέλα με οξυγαλακτικά βακτήρια. Παρομοίως, οι παραπάνω 
προϋποθέσεις ισχύουν για την Ethyl tiglate η οποία παρουσίασε αύξηση στους 0 και 
15
o
C στα μοντέλα με Pseudomonas spp. που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες. 
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Επομένως, εάν οι ίδιες προϋποθέσεις για την 3-hydroxy-1-butanone και την Ethyl 
tiglate προσδιορισθεί ότι ισχύουν και σε φιλέτα τσιπούρας ή/και σε άλλα αλιευτικά 
προϊόντα (εννοώντας ότι δεν ανιχνευθούν στην αρχή του εμπορικού χρόνου ζωής, να 
αυξάνονται κατά τη διάρκεια της συντήρησης, να αυξάνονται ενώ παράλληλα 
παρατηρείται υποβάθμιση στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά), σε παρόμοιες 
συνθήκες αποθήκευσης με τα μοντέλα της παρούσας διατριβής, σε μελλοντικές 
μελέτες, ενώ ταυτόχρονα είναι γνωστός ο κυρίαρχος αλλοιωγόνος μικροοργανισμός 
(οξυγαλακτικά βακτήρια ή Pseudomonas spp., αντίστοιχα), θα μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης των ιχθύων.  
Η 3-methyl-1-butanal παρουσίασε αύξηση στα μοντέλα που είχαν εμβολιασθεί 
με οξυγαλακτικά βακτήρια στους 0 oC και στα φιλέτα σε αερόβιες συνθήκες στους 0, 5 
και 15 oC. Επιπλέον, η 2-methyl-1-butanal παρουσίασε αύξηση στα μοντέλα που είχαν 
εμβολιασθεί με οξυγαλακτικά βακτήρια και αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ στους 0oC. Οι δύο 
ουσίες παράγονταν μόνο στα μοντέλα με οξυγαλακτικά βακτήρια και η συγκέντρωσή 
τους αυξήθηκε κατά τη διάρκεια της συντήρησης. Οι Joffraud et al. (2001) αναφέρουν 
μεγάλες ποσότητες των ουσιών αυτών κατά τη διάρκεια συντήρησης ενοφθαλμισμένων 
μοντέλων καπνιστού σολομού στους 6 οC, όπου τα Lactobacillus spp. αποτέλεσαν τον 
κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό. Επιπλέον, έχει παρατηρηθεί αύξηση των 
ουσιών αυτών κατά την αλλοίωση ιχθύων τσιπούρας και προ-ψημένων γαρίδων που 
συντηρήθηκαν στον πάγο (Soncin et al. 2008), σε καπνιστό σολομό σε κενό στους 5οC 
(Jorgensen et al. 2001),  καθώς και σε νταούκι Ατλαντικού, σκουμπρί και μπακαλιάρο 
στους 4οC (Duflos et al. 2006). Οι δύο ουσίες έχει αναφερθεί ότι παράγονται από την 
ικανότητα ορισμένων μικροοργανισμών να αποικοδομούν τα αμινοξέα λευκίνη και 
ισολευκίνη σε άλλες οργανικές ενώσεις (Soncin et al. 2008). Η λευκίνη και η 
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ισολευκίνη αποικοδομούνται από τη δράση των βακτηρίων όπως για παράδειγμα από 
βακτήρια του υδάτινου περιβάλλοντος (Kirchman et al. 1985), καθώς και από βακτήρια 
που απαντώνται σε γαλακτοκομικά προϊόντα, όπως είναι τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
(κυρίως τα S. diacetilactis DRC1 και Lactobacillus No.138) (Nakae & Elliott 1965). 
Επομένως, η 3-methyl-1-butanal και η 2-methyl-1-butanal θα μπορούσαν να 
χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης των ιχθύων 
της Μεσογείου.   
Οι αλκοόλες Isoamyl alcohol και η 2-ethyl-1-hexanol ανιχνεύθηκαν σε αρκετά 
υψηλές ποσότητες στα μοντέλα με οξυγαλακτικά βακτήρια. Η Isoamyl alcohol 
παρουσίασε αύξηση στους 0oC σε συνθήκες ΜΑΡ, ενώ η 2-ethyl-1-hexanol παρουσίασε 
μεγάλη αύξηση, σε σχέση με τα υπόλοιπα μοντέλα, σε όλες τις θερμοκρασίες και στις 
δύο ατμόσφαιρες. Η παραγωγή αλκοολών οφείλεται γενικά σε μικροβιακή δράση. Η 
Isoamyl alcohol παράγεται κυρίως από ζύμες (Lampitt 1919, Thorne 1937,1941, 
Yamada 1962a,b,c). Οι Romano et al. (1992) αναφέρουν ότι η παραγωγή μεγάλων 
ποσοτήτων Isoamyl alcohol οφείλεται στη δράση των ζυμών Hanseniaspora 
guilliermondii και Kloeckera apiculata κατά τη ζύμωση του κρασιού. Παρόλα αυτά, οι 
Lee et al. (2009) ανίχνευσαν μεγάλες ποσότητες της Isoamyl alcohol και της 2-ethyl-1-
hexanol σε κρασιά Meoru, στα οποία η ζύμωση πραγματοποιήθηκε από οξυγαλακτικά 
βακτήρια (κυρίως Oenococcus oeni). Η πρόδρομη ουσία για την παραγωγή της Isoamyl 
alcohol είναι η λευκίνη (Neubauer & Fromherz 1911). Οι Dickinson et al. (1997), 
αναφέρουν ότι το πιο πιθανό μεταβολικό μονοπάτι της μετατροπής της λευκίνης σε 
Isoamyl alcohol είναι μέσω της αναγωγάσης a-ketoisocaproate. Δεν έχει αναφερθεί 
παρουσία του ενζύμου αυτού σε ζύμες. Οι ζύμες χωρίς αυτό το ένζυμο δεν μπορούν να 
μετατρέψουν την a-hydroxyisocaproate σε Isoamyl alcohol. Πιστεύεται ότι την 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
123 
 
ικανότητα που έχουν οι ζύμες να παράγουν Isoamyl alcohol την απέκτησαν από τα 
οξυγαλακτικά βακτήρια κατά την εξελικτική ιστορία (Dickinson et al. 1997). Αντίθετα, 
το ένζυμο αυτό είναι παρόν σε οξυγαλακτικά βακτήρια όπως είναι τα L. casei. 
Επιπρόσθετα, έχουν αναφερθεί διάφοροι άλλοι μηχανισμοί όπως είναι η ενζυματική 
δραστηριότητα (Klingshirn et al. 1987) και η οξείδωση πρόδρομων ουσιών εξαιτίας του 
παγιδευμένου αέρα στα τρόφιμα π.χ. στα σταφύλλια (Guymon et al. 1961), οι οποίοι 
ευθύνονται για την αύξηση της ουσίας αυτής. Επιπλέον, κατά Schreier (1979), η 
παρουσία μεγάλων ποσοτήτων πρόδρομων ενώσεων όπως τα αμινοξέα και άλλες πηγές 
άνθρακα, έχει αναφερθεί, μεταξύ άλλων, ως αιτία αύξησης της Isoamyl alcohol σε 
κρασιά. Οι δύο ουσίες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες 
αλλοίωσης κυρίως μικροβιακής προέλευσης των ιχθύων της Μεσογείου.   
Οι ουσίες που έχουν αναφερθεί ως πιθανοί χρήσιμοι χημικοί δείκτες κατά την 
αλλοίωση των αλιευμάτων στην βιβλιογραφία είναι η ethanol, 2-methyl-butanal, 1-
Penten-3ol, 1-Propanol, 2-methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 3-hydroxy-1-
butanone, 2-butanone και το acetic acid σε καπνιστό σολομό σε κενό στους 5 και 10οC 
(Jorgensen et al. 2001, Jonsdottir et al. 2008), η 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-butanal, 
3-methyl-butanal και η 3-hydroxy-1-butanone σε ιχθύες τσιπούρας και σε προ-ψημένες 
γαρίδες στον πάγο (Soncin et al. 2008), η 3-methyl-1-butanol και η Pentadecane σε 
τόνο στους 30 οC και στον πάγο (Edirisinghe et al. 2007). Πράγματι, αρκετές από τις 
ουσίες αυτές προέκυψε από την παρούσα διδακτορική διατριβή ότι μπορούν να 
χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης, κυρίως μικροβιακής προέλευσης, των 
ιχθύων, με σημαντικότερη ουσία την 3-methyl-butanal. Εξαιτίας της 
αποτελεσματικότητας των μοντέρνων τεχνικών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα 
διατριβή, μελλοντική προτεραιότητα αποτελεί η συνέχεια των ερευνών σχετικά με το 
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δυναμικό και την ικανότητα αλλοίωσης (spoilage potential and spoilage activity) και 
άλλων μικροοργανισμών στους ιχθύες Μεσογειακής προέλευσης. Νέοι τύποι 
μικροοργανισμών που πιθανόν να συνεισφέρουν στην αλλοίωση των ιχθύων 
Μεσογειακής προέλευσης ‘φανερώνονται’ συνεχώς με την εφαρμογή των μοντέρνων 
τεχνικών (μοριακών) που αναφέρθηκαν στο προηγούμενο κεφάλαιο. Η ικανότητα των 
νεοεμφανιζόμενων μικροοργανισμών να παράγουν ουσίες οι οποίες οδηγούν στην 
οργανοληπτική απόρριψη, αποτελεί μια νέα μελλοντική προτεραιότητα για βαθύτερη 
κατανόηση της διαδικασίας της αλλοίωσης, με τις μοντέρνες τεχνικές χημικής 
ανάλυσης (GC-MS) που χρησιμοποιήθηκαν στη συγκεκριμένη διατριβή.  
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Πίνακας 4.1. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες συνθήκες στους 0, 5 
και 15°C. Οι τιμές (μέσοι όροι ± τυπ. απόκλιση, 4 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την 
απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς 
μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
T
 o























4,02±0,19 8,37±0,14 (8,32±0,12) 8,26±0,13 (8,28±0,14) 2,52±0,73 0,484±0,03 




3,03±0,08 7,55±0,04 (7,33±0,09) 7,25±0,12 (7,33±0,09) 0 0,496±0,04 
 
 










5,22±0,14 (>5,32) 4,78±0,13 (4,59±0,17) 0 0,210±0,04 
5
o
C Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός 
4,02±0,19 8,67±0,03 (8,61±0,03) 8,48±0,07 (8,58±0,04) 0,40±0,06 1,325±0,04 
 Pseudomonas spp. 3,23±0,08 
 
8,68±0,05 (8,63±0,05) 8,39±0,24 (8,42±0,13) 0 1,219±0,06 
 Βακτήρια που 
παράγουν H2S 
3,03±0,08 7,49±0,11 (7,47±0,11) 7,30±0,15 (7,32±0,16) 0 1,060±0,04 
 
 Enterobacteriaceae 2,59±0,16 8,60±0,05 (8,40±0,16) 8,25±0,36 (8,41±0,16) 0 2,107±0,07 
 Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 
3,73±0,21 5,59±0,19 (5,50±0,07) 5,35±0,13 (5,44±0,05) 1,13±0,28 0,539±0,07 
 
 Brochothrix <2 5,91±0,05 (5,89±0,04) 5,25±0,31 (5,24±0,26) 0 0,705±0,07 
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C Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός 
4,02±0,19 9,28±0,14 (9,11±0,04) 8,76±0,15 (8,99±0,04) 0 2,970±0,11 
 
 Pseudomonas spp. 3,23±0,08 8,78±0,15 (8,58±0,07) 8,25±0,13 (8,51±0,03) 0 3,216±0,14 
 Βακτήρια που 
παράγουν H2S 
3,03±0,08 8,23±0,07 (8,19±0,07) 7,89±0,10 (7,81±0,17) 0 2,581±0,07 
 
 Enterobacteriaceae 2,59±0,16 8,41±0,09 (8,30±0,12) 8,27±0,12 (8,29±0,12) 0 4,408±0,38 
 Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 





6,59±0,06 (6,58±0,08) 6,15±0,09 (6,05±0,15) 0 2,231±0,04 
 
μmax: μέγιστος ρυθμός αύξησης, lag phase: φάση προσαρμογής, Nmax: μέγιστος τελικός πληθυσμός 
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Πίνακας 4.2. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό συνθήκες τροποποιημένης 
ατμόσφαιρας στους 0, 5 και 15°C. Οι τιμές (μέσοι όροι ± τυπ. απόκλιση, 4 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που 
ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση 
του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).    
T
 o





















7,96±0,15 (7,96±0,11) 7,74±0,10 (7,63±0,12) 2,73±1,37 0,247±0,02 
 



















6,00±0,33 (6,02±0,39) 5,74±0,30 (5,65±0,14) 2,42±0,90 0,246±0,02 
5
o
C Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός  
7,95±0,08 (7,89±0,09) 7,82±0,12 (7,80±0,08) 1,13±0,28 
 
0,778±0,26 
 Pseudomonas spp. 7,44±0,09 (7,40±0,12) 7,31±0,13 (7,29±0,10) 0,56±0,70 0,761±0,25 
 Βακτήρια που 
παράγουν H2S 
6,67±0,10 (6,58±0,11) 6,54±0,14 (6,52±0,07) 1,83±0,52 
 
0,989±0,49 
 Enterobacteriaceae 7,42±0,07 (7,38±0,08) 7,28±0,13 (7,31±0,08) 0 0,731±0,04 
 Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 





6,11±0,09 (6,04±0,07) 5,89±0,13 (5,98±0,07) 1,33±0,18 
 
0,718±0,03 
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C Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός 
 
8,92±0,18 (8,90±0,18) 8,48±0,05 (8,68±0,07) 0 2,611±0,25 
 Pseudomonas spp. 8,84±0,06 (8,75±0,04) 8,04±0,11 (8,37±0,10) 0 2,728±0,11 
 Βακτήρια που 
παράγουν H2S 
8,65±0,17 (8,67±0,17) 7,29±0,18 (7,32±0,12) 0 2,063±0,07 
 Enterobacteriaceae 8,72±0,04 (8,62±0,06) 8,22±0,15 (8,46±0,07) 0 3,499±0,23 
 Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 
6,39±0,11 (6,48±0,10) 5,52±0,09 (5,44±0,14) 0,05±0,09 0,931±0,04 
 Brochothrix 
thermosphacta 
6,82±0,05 (6,87±0,03) 5,28±0,25 (5,15±0,24) 0,36±0,11 2,007±0,05 
μmax: μέγιστος ρυθμός αύξησης, lag phase: φάση προσαρμογής, Nmax: μέγιστος τελικός πληθυσμός 
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Πίνακας 4.3. Μεταβολές στο TVB-N (μ.ο. ± τυπ.αποκλ., mg /100g σάρκας ιχθύος, n=2x2=4) 
κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15 
°C.  Οι τιμές με έντονο μαύρο χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο απόρριψης. 




TVB-N  TVB-N  
 0 15,29±0,31 15,29±0,31 
0°C 4 15,91±0,20 15,33±0,18 
 8 16,85±0,51 15,49±0,18 
 12 19,89±0,52 15,68±0,23 
 14 24,54±0,25  
 16 25,42±0,55 15,93±0,34 
 18 29,16±0,43 16,64±0,21 
 20  17,56±0,86 
 22  19,28±0,79 
5°C 2 17,91±0,36  
 4 20,89±0,13 16,55±0,61 
 5 25,30±0,19  
 6 28,33±0,51  
 8  19,10±0,50 
 12  23,25±1,13 
15°C 1 20,33±0,18 18,31±1,17 
 2 28,02±0,34 18,39±0,27 
 3 41,28±0,80 21,37±0,25 
 4 50,76±0,52 24,00±0,75 
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Πίνακας 4.4. Μεταβολές του TMA-N (μ.ο. ± τυπ.απ., mg /100g σάρκας ιχθύος, n=2x2=4) κατά 
τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων υπό συνθήκες αέρα και ΜΑΡ στους 0, 5 και 15 °C.  
Οι τιμές με έντονο μαύρο χρώμα αντιστοιχούν στο χρόνο απόρριψης. 




TΜΑ-Ν  TΜΑ-N  
 0 0,72±0,07 0,72±0,07 
0°C 4 0,91±0,01 0,73±0,08 
 8 0,91±0,02 0,74±0,07 
 12 0,98±0,04 0,75±0,05 
 14 1,03±0,06  
 16 1,40±0,09 0,77±0,05 
 18 2,35±0,09 0,88±0,02 
 20  0,89±0,01 
 22  0,92±0,04 
5°C 2 0,92±0,04  
 4 1,00±0,03 0,74±0,09 
 5 1,12±0,04  
 6 1,41±0,09  
 8  0,75±0,09 
 12  0,89±0,01 
15°C 1 1,01±0,04 0,76±0,03 
 2 1,12±0,03 0,80±0,02 
 3 1,53±0,04 1,04±0,11 
 4 1,73±0,151 1,51±0,08 
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Πίνακας 4.5. Καμπύλες αναφοράς για τον προσδιορισμό της συγκέντρωσης (Χ) στα πρότυπα 











Πουτρεσκίνη  4,729 94924,4 -3500,99 0,972 
Καδαβερίνη  5,126 998796,7 -30856,70 0,971 
Τρυπταμίνη  5,903 1352486,0 -46404,40 0,967 
Σπερμιδίνη  6,378 2009661,0 -34887,50 0,980 
Σπερμίνη  7,768 479238,6 -7066,47 0,995 
Τυραμίνη  10,166 782760,4 -11534,60 0,992 
Ισταμίνη 8,985 2380138,5 -67116,95 0,977 
 
Y=εμβαδόν  
X=συγκέντρωση σε mg/100μl πρότυπου διαλύματος  
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Πίνακας 4.6. Μεταβολές στις συγκεντρώσεις των βιογενών αμινών κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων σε συνθήκες αέρα στους 0, 5 και 15 




Βιογενείς αμίνες στα φιλέτα    
(mg/100g ιχθύος) 
  Πουτρεσκίνη   Καδαβερίνη   Τρυπταμίνη   Σπερμιδίνη   Σπερμίνη   Τυραμίνη   
 0 - 0,690±0,011 - - 0,450±0,003 - 
 4 - 0,722±0,013 - - 0,662±0,003 - 
0°C 8 - 0,793±0,027 - - 0,480±0,002 - 
 12 - 0,797±0,014 - - 0,577±0,002 - 
 14 - 0,807±0,005 - - 0,584±0,002 - 
 2 - 0,794±0,003 0,812±0,004 - 0,464±0,003 - 
5°C 4 - 0,797±0,002 0,926±0,009 - 0,493±0,004 - 
 5 - 0,801±0,001 0,928±0,004 - 0,500±0,003 - 
 6 - 0,827±0,002 1,116±0,011 - 0,763±0,024 - 
15°C 1 1,112±0,019 0,813±0,012 0,729±0,011 - 0,489±0,021 - 
 2 1,238±0,013 0,912±0,002 0,870±0,009 - 0,519±0,005 - 
 3 1,326±0,014 1,161±0,014 1,172±0,006 - 0,523±0,003 - 
 4 5,400±0,135 1,272±0,012 1,226±0,007 - 1,524±0,040 - 
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Πίνακας 4.7. Μεταβολές στις συγκεντρώσεις των βιογενών αμινών κατά τη διάρκεια της συντήρησης των φιλέτων σε ΜΑΡ στους 0, 5 και 15 °C. Οι 




Βιογενείς αμίνες στα φιλέτα    
(mg/100g ιχθύος) 
  Πουτρεσκίνη   Καδαβερίνη   Τρυπταμίνη   Σπερμιδίνη   Σπερμίνη   Τυραμίνη   
        
 0 - 0,690±0,011  - - 0,450±0,003 - 
 4 - 0,788±0,003 - 0,438±0,003 0,504±0,003 - 
0°C 8 - 0,788±0,002 - 0,438±0,002 0,558±0,006 - 
 12 - 0,788±0,002 - 0,439±0,001 0,569±0,006 - 
 16 - 0,788±0,004 - 0,439±0,002 0,575±0,004 - 
 18 - 0,819±0,003 - 0,453±0,001 0,624±0,005 - 
5°C 4 - 0,786±0,003 - - 0,615±0,009 0,380±0,005 
 8 - 0,788±0,003 - - 0,960±0,029 0,381±0,006 
 12 - 0,801±0,004 - - 1,051±0,023 0,382±0,006 
15°C 1 - 0,812±0,005 - - 0,634±0,030 0,366±0,011 
 2 - 0,842±0,003 - - 0,724±0,027 0,385±0,003 
 3 - 0,889±0,004 - - 0,917±0,028 0,394±0,004 
 4 - 0,905±0,003 - - 0,970±0,020 0,395±0,007 
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Πίνακας 4.8. Πτητικές ουσίες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα υπό συνθήκες 
αέρα κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) στους 0, 5 και 15οC. R.T.: Retention Time (NIST library).  
   Αέρας (εμβαδόν Χ 10
-6
) 
  0οC 5οC 15
ο
C 
 R.T. 0 4 8 12 14 2 4 5 6 1 2 
Ethyl acetate 2,02 - - - - - - - - - 2,65 3,90 
acetic acid 2,73 0,13 - - - - - - - - - 0,19 
3-Methyl-1-butanal
3 
2,94 - 0,10 0,15 0,20 0,63 - - 1,30 0,43 1,64 2,31 
2-Methyl-1-butanal 3,07 - - - - 0,31 - - 0,39 - - 0,70 
1-Penten-3-ol
4 
3,38 - 13,3 3,73 1,04 6,40 19,5 3,39 5,24 0,66  1,23 
2-pentanone 3,45 0,14 - 0,18 - 0,72 - 0,20 - 0,19 - 0,31 
3-pentanone
4 
3,67 - - - - 4,48 - - 0,77 - - - 
Ethyl propionate 4,08 - - - - - - - - 0,36 - 0,93 
Acetyl propionyl 3,65 1,21 - 0,68 1,21 - - 1,69 - 0,38 - 0,33 
Isoamyl alcohol 4,69 - 0,19 - - 0,60 - - 1,22 0,17 - 4,07 
Ethyl Isobutyrate 5,59 - - - - - - - 0,05 0,22 0,12 0,35 
Ethyl butyrate 7,21 - - - - - - - - 0,21 - - 
Amyl alcohol
 
5,89 0,07 0,13 0,14 0,14 0,14 0,71 0,16 - - - - 
2-Penten-1-ol (Z) 6,00 0,26 0,73 0,30 0,22 0,19 1,59 0,35 0,20   0,16 
Cis-6 Nonen-1-ol 6,69 0,10 - - - - - - - - - - 
Hexenal
4 
7,04 5,42 5,13 1,85 1,80 1,10 34,4 2,45 0,34 - 0,68 0,40 
Hexanal  7,12 - - - - - - - - 0,70 - - 
Ethylcrotonate
3 
9,07 - - - - 0,18 - - 0,04 0,19 - - 
Ethyl 2-methylbutyrate
3 
9,30 - - - - 0,39 - - 0,05 0,44 0,14 0,20 
Ethyl isovalerate
3 
9,45 - - - - 0,65 - - 0,10 0,63 0,09 0,25 
trans-2-Hexenal 9,38 - 0,08 - 0,15 - 0,55 0,08 - - - - 
2-nonanone 19,51 - - - - - - - - 0,05 - - 
1-Hexanol 10,18 0,11 - - - - 0,16 0,13 - - - - 
2-heptanone 11,04 - - - - 0,45 - - - - - - 
cis-4-Heptenal 11,40 0,25 0,91 0,52 0,31 0,36 2,02 0,38 - 0,14 - - 
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Heptanal 11,48 0,36  0,16 0,09 0,13 0,73 0,14 - - - - 
Trans-2-octenal 14,64 1,20 1,49 1,89 0,99 1,59 0,13 - - 0,30 - 0,44 
Ethyl tiglate 13,22 - - - - 0,48 - - - 0,27 - - 
1-octen-3-ol
3 
14,91 - 0,74 0,75 0,77 0,79 1,35 0,54 0,29 0,14 0,11 0,17 
6 methyl 5 hepten 2 one
3 
15,17 - - - 0,21 0,22 - - - - - - 
2,3 octanedione 15,14 0,27 - 0,16 - - - 0,18 - - - - 
trans,trans-2,4-Heptadienal 15,62 0,17 0,13 0,06 0,48 - 0,44 0,20 - - - - 
2-Ethyl-1-hexanol 16,97 1,78 1,92 1,20 0,40 1,52 1,76 5,00 3,3 1,05 - 0,58 
cis-6-nonenal
3 
19,46 - - - 0,15 0,55 - - 0,14 - 0,06 0,12 
Hexanoic acid, ethyl ester 15,80 0,20 - - 0,05 0,15 - - - 0,27 - 0,13 
2 methyl 1 butanol 16,98 - 2,06 - 0,44 - - - - - - 0,37 
Nonanal 19,97 0,34 0,18 0,14 0,12 0,10 0,37 0,13 0,14 0,07 - - 
n-dodecane 22,65 0,04 - - 0,97 0,07 0,12 0,20 0,04 0,12 - - 
Trans 2 nonenal 22,67 - - - - - - - - 0,14 - 0,15 
n-decanal 22,75 0,04 - - - - - - - - - - 
2-decenal 23,45 0,05 - 0,05 0,05 - - 0,02 - - - - 
1,4 heptadiene 23,52 - - 0,06 - - - - - - - - 
n-undecane 23,81 0,21 0,05 0,11 0,11 - - - - 0,16 0,23 0,10 
n-tetradecane 24,57 0,17 0,05 0,11 0,10 0,09 0,10 0,19 0,07 0,14 1,54 1,35 
n-eicosane 29,94 - 0,49 0,03 0,13 0,53 0,05 0,23 0,04 - 0,29 0,13 
Lauryl alcohol 25,11 - - 0,04 0,04 - - - - - - - 
1-decanol 25,11 0,05 - 0,04 0,03 - 0,02 - - 0,04 - 0,04 
pentadecane 25,14 1,24 0,45 0,64 0,74 0,46 0,76 1,57 0,32 1,20 1,42 0,97 
n-hexadecane 26,04 - - - 0,13 0,04 0,08 0,22 - 0,18 - - 
n-tetracosane 26,07 1,16 - 0,78 1,10 0,54 0,88 1,18 0,32 1,45 0,88 0,75 
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Πίνακας 4.9. Πτητικές ουσίες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα υπό συνθήκες 
ΜΑΡ κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) στους 0, 5 και 15οC. R.T.: Retention Time (NIST library).   





C 5οC 15οC 
 R.T. 0 4 8 12 16 18 4 8 12 1 2 
acetic acid
3 
3,11 0,13 0,90 0,30 0,28 0,31 - 0,18 0,28 0,47 - - 
3-Methyl-1-butanal
3 
2,86 - - - - 0,89 - - 0,29 1,68 - 0,18 
2-Methyl-1-butanal
3 
3,01 - - - - 0,40 - - 0,22 1,04 - - 
1-Penten-3-ol
3,4 
3,38 - 0,63 1,08 2,16 2,36 2,54 1,17 1,00 1,03 - 1,67 
Acetyl propionyl 3,65 1,21 - - - - - - - - - 0,66 
Isoamyl alcohol 4,70 - - - - - - - - 0,61 - - 
Amyl alcohol 5,89 0,07 - - - - - - 0,12 - - 0,34 
2-Penten-1-ol (Z) 6,00 0,26 - - 0,27 0,36 - - 0,32 0,35 - - 
3-hydroxy-1-butanone 3,54 - - - - - - - - 0,26 - - 
Hexenal
4 
7,06 5,42 1,00 1,54 3,18 1,18 2,21 2,49 1,87 0,93 - - 
Hexanal
3,4 
7,03 - - - - - - - - - 0,80 4,12 
trans-2-Hexenal 9,38 - - - - - - - - - - 0,19 
1-Hexanol 10,18 0,11 - - - - - - 0,14 0,20 - - 
cis-4-Heptenal
3 
11,36 0,25 0,40 0,72 0,98 1,37 1,39 0,63 0,67 0,54 0,26 1,01 
Heptyl alcohol 14,66 - - - - - 0,38 - - - - - 
1-octen-3-ol
3 
14,93 - 0,34 0,81 1,05 1,20 1,23 0,75 0,95 0,96 0,35 1,00 
trans,trans-2,4-Heptadienal 15,60 0,17 0,33 0,29 0,17 - 0,20 0,23 0,14 - - 0,23 
2-Ethyl-1-hexanol 16,94 1,78 - 0,23 0,54 0,15 0,30 0,39 0,27 0,54 0,14 0,15 
trans-2-octenal 14,62 - - - - - - - 0,13 0,11 - - 
Nonanal 20,00 0,34 0,44 0,37 0,41 0,35 0,27 0,25 0,20 0,24 - 0,20 
trans-2-Nonenal 27,52 - - - - - - - - 0,12 - - 
n-decanal 22,71 0,04 0,08 0,06 0,05 0,04 - - 0,03 - - - 
2(E)-Decenal 23,39 0,05 0,44 0,27 0,15 0,14 0,11 0,09 0,10 0,07 0,06  
n-nonane 22,61 - - - 0,16 0,12 - - - - - - 
1-Decanol 25,10 - - - - - 0,06  0,05 0,04  1,26 
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Lauryl alcohol 25,10 - - - - - 0,07 0,05 - - - - 
n-undecane 23,79 0,21 - 0,17 - - 0,12 0,14 - 0,10 0,07 - 
n-dodecane  22,62 0,04 - 0,04 0,05 0,07 - 0,04 0,07 0,06 0,05 0,05 
n-tetradecane 24,53 0,17 0,15 1,28 0,16 0,11 0,14 0,19 0,15 0,11 0,07 0,11 
pentadecane 25,12 1,24 0,78 0,90 1,00 0,85 0,87 1,32 0,79 0,68 0,51 0,70 
n-hexadecane 26,00 - 0,17 0,26 - 0,19 0,14 - 0,13 0,13 - - 
n-eicosane 26,07 - - - 0,22 - - 0,19 0,11 - - - 
n-tetracosane
4 
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Πίνακας 4.10. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) σε μάρτυρες - στείρα μοντέλα υποστρώματα 
FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
  Air (εμβαδόν Χ 10-6) MAP (εμβαδόν Χ 10-6) 
   0oC 5oC 15oC 0oC 5oC 15oC 
 RT 0 4 8 12 14 4 5 1 2 8 16 18 4 6 8 1 2 
Butylalcohol
3 2,82 - - - - - - - - - 1,87 2,77 5,83 0,55 0,79 1,02 0,69 1,63 
1-penten-3-ol
3 
3,03 0,35 0,55 0,62 0,72 0,76 - - 0,38 - - - - - - - - - 
2-pentanone 3,11 0,58 0,33 - - - 0,41 - 0,14 1,09 0,23 0,34 0,36 - - - - - 
Isoamyl 
alcohol 
4,12 - - - - - - - - 0,53 - - - - - - - 0,73 
4-methyl-2-
pentanone 
4,19 0,20 - - - - - - - 0,53 - - - - - - - - 
Amyl alcohol 5,05 - - - - - - - - - - - - - - 0,66 - - 
Hexenal 6,10 4,22 1,34 0,88 0,54  4,09 2,05 1,13 1,34 - 0,68 0,50 1,35 3,99 5,70 0,50 0,65 
1-hexanol 9,00 0,42 - - - - 1,08 0,49 - 0,48 - - 0,78 - - - - - 
n-nonane 10,22  0,31 0,20 - - - - 0,22 - - - 0,16 - - - - - 
Heptanal 10,29 3,51 1,46 1,29 0,89 0,45 2,15 1,81 1,02 1,32 0,88 1,51 1,21 2,23 1,80 4,66 0,70 0,75 
1-butoxy-2-
propanol 
10,36 - - - - - - - - - - - 0,16 - - - - - 
2-octanone 11,93 0,80 0,27 - - - - - - 1,62 - - - - - - - - 
Trans-2-
heptenal 
12,68 - - - - - 0,17 0,19 - - 0,49 - - - - - - - 
Heptyl 
alcohol
3 13,33 0,22 - - - - - - - 0,27 0,24 0,38 0,50 - - - - - 
1-octen-3-ol 13,69 0,30 - - - - - - 0,39 0,60 0,39 0,39 1,37 - - - - - 
6-methyl-5-
hepten-2-one
3 14,01 0,49 0,46 0,67 0,76 - 0,88 0,76 0,85 1,00 0,53 0,66 0,89 0,56 0,74 0,94 0,29 0,40 
n-decane
3 
14,51 0,24 0,64 0,68 - - 0,45 0,55 0,55 0,68 0,30 0,41 0,70 0,62 0,65 0,69 0,20 0,33 
n-undecane
3 
14,51 0,45 0,48 0,51 - - 0,84 0,53 - - - - 0,64 0,64 0,72 0,75 - - 
octanal 14,65 3,02 1,51 - - - 1,98 - 1,80 1,99 - 1,11 0,90 2,45 2,69 3,71 - - 
2-ethyl-1- 15,74 3,94 0,80 - - - 12,2 12,5 7,92 24,8 - - 6,09 4,09 5,82 10,70 - - 
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1 9 8 
Trans-2-
octenal 
16,90 0,70 - - - - - 0,69 0,40 - - - - - - 0,78 - - 
Acetophenone
3 
17,17 0,53 - 0,49 - - - - 0,41 0,57 - 0,19 0,60 0,69 0,74 0,80 0,20 - 
1-octanol 17,46 1,79 - - - - 2,33 - 1,45 3,57 0,65 0,33 1,25 0,57 0,96 1,24 0,37 0,33 
Nonanal
3 18,75 8,70 
15,4
5 












22,00 38,00 7,00 4,86 
nonanol 19,89 0,41 - - - - 0,44 - 0,46 1,84 - 0,17 0,22 - 0,28 0,36 - - 
n-dodecane 22,34 0,75 0,46 0,90 0,67 0,76 2,44 0,70 0,66 0,53 0,22 0,66 0,87 0,84 0,69 0,63 1,26 0,91 
n-decanal
3 
22,55 3,43 2,80 3,76 3,00 3,25 3,71 3,90 3,96 6,60 2,04 1,23 4,20 4,00 4,68 7,55 1,84 1,65 
2-decenal (E) 24,53 1,55 0,35 - - - 1,51 0,82 0,52 0,51 - 0,16 0,28 0,53 0,94 0,60 - 0,20 
1-decanol 24,91 0,22 1,90 - - - 0,43 0,51 - - - - 1,09 1,19  0,66 0,77 0,46 
Cis-6-nonen-
1-ol 
26,11 4,17 - - - - - 1,61 - - - - - - - - - - 
Trans-2-
nonenal 
27,98 1,32 - - - - 1,32 0,72 - - - - - - 0,90 - - - 
Isobutyl 
isobutyrate 
28,34 - - - - - 1,52 0,86 - - - - - - - - - - 
1-dodecene
 
28,88 0,77 1,77 2,82 - - - - - - - 9,89 1,58 - - 0,41 - - 
n-tetradecane
 
29,14 3,27 2,6 3,02 2,88 3,05 - 2,77 3,50 2,36 0,54 2,41 3,90 3,63 3,13 3,71 1,90 1,65 
pentadecane 32,24 0,63 0,52 0,59 0,64 0,51 0,85 0,58 0,87 0,71 0,28 0,73 1,09 1,21 0,80 0,80 0,42 0,31 
n-eicosane 33,43 0,51 0,46 0,44 0,36 0,52 - - - - 0,52 0,32 0,25 0,34 - - 0,23 - 
1-undecene 33,78 0,88 - - - - - 0,82 - - - 0,45 0,45 - - 0,37 - - 
n-hexadecane 34,07 3,89 1,45 1,46 1,22 1,38 2,23 1,38 2,37 2,95 1,10 1,12 1,93 2,22 1,72 1,88 1,26 0,80 
n-octadecane 35,65 2,16 - - - - 1,37 - 0,71 0,81 0,88 0,55 0,59 - - - - - 
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Πίνακας 4.11. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) από τη δράση των Pseudomonas spp. μετά από 
ενοφθαλμισμό σε στείρα μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες 
ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
  Air (εμβαδόν Χ 10-6) MAP (εμβαδόν Χ 10-6) 
   0oC 5oC 15oC 0oC 5oC 15oC 
 R.T. 0 4 8 12 14 4 5 1 2 8 16 18 4 6 8 1 2 
Butylalcohol 
2,3 
2,82 - - - - - - - - - 2,08 4,22 6,00 0,57 0,79 0,80 1,85 - 
1-penten-3-ol
2 
3,06 0,39 0,70 - - - - - - - - - - - - - - - 
2-pentanone
2,3 
3,14 0,23 0,33 0,56 - - 0,60 0,22 0,53 0,69 0,59 0,43 0,48 - - - 1,13 0,46 
Dimethyl disulfide
2 
4,31 - - 1,03 - - - 0,56 0,91 0,86 - - - - - - - 2,25 
2-methyl-1-
butanol
2 4,20 - - - - - - - - 0,51 - - - - - - - 3,09 
Acetic acid
2 
2,51 - - - - - - - - 2,53 - - - - - - - - 
Isoamyl alcohol
2,3 
4,10 - - 0,77 0,96 1,15 - 0,61 3,87 1,63 - - 1,18 - - - 7,12 21,6 
Amyl alcohol
2 
5,05 - - - - - - - 3,90 - - - 0,52 - - 0,68 - - 
1-penten-3-one
2 
5,76 - - - - - - - - - - - - - - 1,28 - - 
Hexenal
2,3 6,13 1,18 1,13 0,38 - - 6,11 0,70 0,28 0,55 0,35 0,69 0,80 1,84 2,84 2,97 0,67 1,52 
Ethyl-2-
methylbutyrate
1,3 8,20 - - - - - - - 0,56 0,94 - - - - - - 0,86 - 
Ethyl isovalerate
1,3 
8,34 - - 0,64 0,67 0,82 - 0,43 1,03 1,89 - - - - - - - 1,05 
1-hexanol
2,3 
9,02 0,44 - - - - 3,17 0,42  0,37 0,45 0,45 0,59 0,39 0,57 2,92 1,17  
2-heptanone
2 
9,87 - - 0,55 - - 0,44 0,24 0,59 2,64 - - - - - - 1,59 0,68 
Heptanal
2 10,31 1,79 1,47 1,29 0,88  3,15 1,30 0,96 2,28 0,98 1,84 1,34 3,96 2,06 2,83 1,40 1,28 
2-butenoic acid
1 
11,33 - - - - - - - 0,30 0,25 - - - - - - - - 
2-octanone
2 11,94 - 0,36 - - - - -  0,51 0,93 - - - - - 1,13 - 
Ethyl tiglate
1,3 
12,01 - - 1,28 1,36 1,44 - 1,18 1,59 2,76 - - - - - - 0,91 0,36 
Trans-2-heptenal
2 
12,67 - - - - - 0,29 - - - - - - - - - - - 
Heptyl alcohol
2,3 
13,32 - - 0,37 - - 1,03 0,88 0,48 0,68 0,20 0,29 0,30 0,84 - - 0,39 0,51 
1-octen-3-ol
2 
13,70 - - - - - - - - 0,74 0,68 1,04 1,38 - - - - - 
6-methyl-5-hepten- 14,01 0,73 0,74 0,74 0,86 0,89 0,78 0,85 0,70 0,70 0,54 0,74 0,75 0,49 0,56 1,12 0,48 0,58 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly







14,51 0,39 0,74 0,87 0,22 - 0,52 0,28 0,85 1,10 - 0,51 0,31 - 0,65 0,39 - 0,42 
Hexanoic acid, 
ethyl ester
1 14,57 - - - - - - - - - - - - - - 0,62 - - 
Octanal
2 
14,64 1,42 2,02 - - - 4,28 0,97 1,22 1,62 0,93 - 1,23 2,82 2,00 2,54 0,89 - 
2-ethyl-1-hexanol
2,3 
15,76 0,72 0,84 1,48 1,65 1,78 17,7 14,9 8,87 12,3 5,80 - - 5,14 6,36 8,36 - 2,30 
n-undecane
2 
16,89 - 0,62 0,75 - - - - 0,75 - - 0,30 - - - 0,96 - 0,90 
Trans-2-octenal
2,3 
16,90 - - - - - 2,22 0,74 0,89 - - 1,16 1,18 0,33 0,58 1,09 - 0,63 
Acetophenone
2,3 
17,16 - - 0,57 - - - 0,54 0,32 0,26 0,27 0,24 0,61 0,56 0,62 0,80 0,57 0,28 
1-octanol
2,3 
17,46 - 0,77 - - - 2,61 - - 1,31 1,48 - 1,20 0,71 0,71 0,94 1,34 0,62 
2-nonanol
1 
18,62 - - - - - - 1,11 - 5,88 - - - - - - - - 
Nonanal
2,3 
18,74 18,3 18,0 10,9 8,89 10,0 24,6 12,5 10,8 15,3 7,33 8,31 14,8 18,5 22,4 28,7 2,29 12,4 
2-nonanone
1,3 
18,28 - - 1,34 - - 1,00 0,87 3,22 27,7 0,28 0,33 - - - - 3,65 2,62 
Nonanol
2 
21,31 - 0,48 1,00 - - - - 1,20 0,42 0,22 - - 0,60 - - - 0,80 
2-decenal (E)
2 
24,52 0,56 0,35 - - - 3,18 0,53 0,28 0,41 0,16 0,29 - 1,05 0,65 0,81 0,42 0,51 
1-dodecene
2 
22,03 - 2,79 2,88 1,76 1,22 4,19 - 1,96 1,54 - 2,38 3,34 - - 2,52 0,78 2,58 
Ethyl octanoate
1 
22,27 - - - - - 0,69 - - 0,33 0,35 - - - - 0,90 0,38  
n-dodecane
2,3 
22,34 - 0,71 0,97 - - 1,17 0,46 0,87 0,73 0,20 1,07 0,62 0,20 0,60 0,76 0,76 0,77 
n-decanal
2,3 
22,54 - 3,84 3,63 2,12 1,88 3,96 3,41 2,52 2,00 1,06 3,35 - 1,86 3,85 5,76 1,50 3,24 
2-undecanone
1,3 
25,65 - - - - - - - - 3,85 - - - - - - 1,58 2,16 
Trans-2-nonenal
2 
27,98 0,51 - - - - 5,80 - - - - - 1,36 0,63 - - - 0,57 
n-tetradecane
2,4 
29,14 2,65 3,22 3,68 3,66 3,68 4,22 2,21 3,33 1,08 0,84 3,83 2,84 1,03 3,11 3,34 1,80 2,90 
Pentadecane
2 
32,24 0,67 0,74 0,74 0,63 - 1,06 0,90 0,80 0,53 0,26 0,83 0,64 0,40 0,81 0,71 0,53 0,74 
n-eicosane
2 
26,74 - - 0,76 - - 0,78 - 0,66 0,26 0,55 0,55 - - - 0,47 0,81 - 
1-undecene
2 
26,64 - - - - - - - - - - 0,59 0,43 - - - - 0,63 
Isobutyl 
isobutyrate
2 28,30 0,45 - - - - 0,60 - - - - - - - - - - - 
Heptyl butyrate
2 
28,31 - - - - - 1,22 - - 1,10 - - - - - - - - 
1-decanol
2 
28,88 0,45 3,08 - - - 1,44 0,81 - 0,60 0,43 - - - - - - - 
n-hexadecane
2 
34,07 1,67 - 1,54 - - 2,70 1,80 1,67 1,19 1,46 1,56 1,54 1,50 1,45 2,07 2,63 2,48 
n-octadecane
2 
35,65 0,73 - 0,63 - - 0,89 0,75 0,47 0,68 1,04 0,72 0,52 1,10 - - 2,82 1,28 
n-tetracosane
2 
35,00 0,46 0,46 0,65 - - - - - 0,37 - 0,22 0,31 0,70 - 032 1,15 - 
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Πίνακας 4.12. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) από τη δράση των Shewanella spp. μετά από 
ενοφθαλμισμό σε στείρα μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες 
ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
  Air (εμβαδόν Χ 10-6) MAP (εμβαδόν Χ 10-6) 
   0oC 5oC 15oC 0oC 5oC 15oC 
 R.T. 0 4 8 12 14 4 5 1 2 8 16 18 4 6 8 1 2 
Acetic acid
2 
2,49 - - - - - - 1,97 - - - - - - - - - - 
Butylalcohol
2,3 2,82 - - - - - - - - - 2,01 4,25 6,98 0,64 0,67 0,69 1,00 1,51 
1-penten-3-ol
2 
3,07 0,51 0,66 - - - - - - - - - - - - - - - 
2-pentanone
2,3 
3,15 0,32 - 0,86 - - - - 0,38 0,89 0,59 0,36 - - - - - - 
Acetyl propionyl
2 
3,27 - - - - - - 0,47 - - - - - - - - - - 
Isoamyl alcohol
2,3 
4,10 - - - - - - - 2,15 2,48 - - - - - - - 0,63 
Dimethyl 
disulfide
2 4,32 - - - - - - - - 0,88 - - - - - - - - 
2-methyl-1-
butanol
1 4,36 - - - - - - - - 0,93 - - - - - - - - 
Hexenal
2,3 6,12 7,21 1,26 1,00 1,56 0,78 7,28 11,22 - 1,03 1,45 1,13 0,76 1,95 1,96 4,63 0,84 1,18 
1-hexanol
2 
9,01 0,49 - - - - 1,10 1,41 - 0,56 0,33 - - 0,55 0,76 - - - 
2-heptanone
2,3 
9,88 - - - - - - - 0,29 1,00 - - - - - - - - 
Heptanal
2 10,31 2,98 1,93 1,66 2,13 1,79 1,35 1,51 0,88 1,36 2,03 2,22 1,46 2,84 3,54 4,64 1,17 1,88 
Heptyl alcohol
2,3 
13,34 0,36 - - - - 0,63 0,75 0,38 0,62 - - 0,43 - 0,54 0,88 - - 
1-octen-3-ol
2 
13,71 0,36 - - - - - 0,34 - - 0,88 0,76 1,19 - - - - - 
6-methyl-5-
hepten-2-one
2 14,01 0,85 0,50 0,59 0,32 - 0,67 0,79 0,69 0,76 0,47 0,63 0,79 1,14 0,67 1,45 0,61 0,56 
n-decane
2,3 
14,52 - 0,60 - - - 0,35 0,48 0,33 0,66 - 0,61 0,66 0,66 0,62 0,54 0,29 0,37 
Octanal
2 
14,66 2,98 2,44 0,99 1,56 2,15 1,79 - 0,90 - 2,90 1,45 1,56 2,96 3,74 3,84 1,34 1,87 
2-ethyl-1-
hexanol
2,3 15,75 6,49 0,91 1,02 0,87 1,46 17,52 17,90 4,42 5,12 0,42 - - 5,97 6,43 8,33 - - 
Trans-2-octenal
2 
16,91 0,75 - - - - 1,12 0,56 - - 1,32 0,77 1,43 - 1,16 0,89 - - 
Acetophenone
2 
17,00 - - 0,72 - - 0,42 - 0,53 0,90 0,25 1,94 0,64 0,58 0,52 0,69 0,33 0,50 
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17,47 2,20 - - - - 2,67 - 0,49 1,08 - 1,21 1,82 0,93 0,44 1,49 0,46 0,74 
2-nonanone
1,3 
18,27  - 1,21 - - - - 2,69 7,83 - - - - - - - - 
n-undecane
2,3 
18,56 - 0,63 0,57 - - - - - - - - - - - 0,80 0,38 0,84 
2-nonanol
1,3 










21,30 - 6,41 0,68 - 1,16 - - 0,97 1,55 - - - 0,81 0,38 0,04 - - 
Ethyl octanoate
1 
22,28 - - - - - - - 0,30 - - - - - - - - - 
1-dodecene
2,3 
22,34 - 5,71 2,15 1,89 0,37 0,36 1,53 1,25 0,49 0,85 1,14 1,07  0,88 2,83 3,85 2,62 
n-dodecane
2 
22,34 0,80 1,10 0,62 0,88 1,17 0,58 0,91 0,47 1,14 0,53 0,48 0,67 1,29 0,93 0,94 0,78 0,68 
n-decanal
2 
22,55 7,22 3,28 3,27 3,14 3,01 3,09 4,26 2,57 3,70 2,16 2,92 3,86 4,87 5,56 6,44 2,99 3,24 
2-decenal (E)
2 
24,53 1,75 0,32 - - - 0,93 0,93 0,28 1,14 0,51 - 0,46 1,24 0,83 0,98 0,26 0,36 
1-decanol
2 
24,91 - - - - - 0,37 - 2,91 - - - 0,64 - - - - - 
Cis-4-decenal
1 
25,37 - - - - - - - - 0,84 - - - - - - - - 
2-undecanone
1 
25,65 - - - - - - - 1,94 3,62 - - - - - - - - 
Trans-2-nonenal
2 
27,98 1,58 - - - - 1,00 - - 1,03 - - 1,37 0,93 - 0,76 - - 
n-tetradecane
2 
29,14 4,53 3,89 3,17 3,56 3,88 2,94 3,65 2,56 3,76 2,13 2,54 3,52 3,07 3,65 4,34 2,91 3,12 
Lauryl alcohol
1 
31,47 - - - - - - - - - - - - - - - - 1,04 
Pentadecane
2 
32,24 1,34 1,13 0,86 0,74 1,02 0,57 2,42 0,62 0,86 0,42 0,62 0,92 1,11 0,78 0,90 0,63 0,80 
n-eicosane
2 
35,00 2,18 - 0,62 - - - 0,89 - 0,65 0,47 0,23 - 0,36 - - - - 
1-undecene
2 
33,91 - - - - - - - - 0,55 - 0,28 0,65 - - - - 0,64 
n-hexadecane
2 
34,07 2,43 2,24 2,17 2,42 2,88 1,92 1,14 1,54 1,99 1,87 1,53 2,00 2,45 - 2,08 1,32 1,57 
n-octadecane
2 
35,65 - - 1,00 - - - - 0,70 1,5 1,64 - 0,76 1,60 - - - 0,98 
n-tetracosane
2 
35,00 - - 0,37 0,55 0,88 - 6,68 - - - - - - - 0,40 0,38 0,62 
Ethyl oleate
1 
37,67 - - - - - - - - 2,77 - - - - - - - 0,86 
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Πίνακας 4.13. Πτητικοί μεταβολίτες και ποσοτική εκτίμηση τους (εμβαδόν Χ 10-6  της κάθε κορυφής) από τη δράση των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
μετά από ενοφθαλμισμό σε στείρα μοντέλα υποστρώματα FJA (Fish Juice Agar) κατά τη συντήρησή τους (σε ημέρες) υπό αερόβιες συνθήκες και 
συνθήκες ΜΑΡ στους 0, 5 και 15οC.  
   Air (εμβαδόν Χ 10-6) MAP (εμβαδόν Χ 10-6) 
   0oC 5oC 15oC 0oC 5oC 15oC 
 R.T. 0 4 8 12 14 4 5 1 2 8 16 18 4 6 8 1 2 
3-methyl-1-butanal
1,3 
2,69 0,59 7,56 13,78 16,8 18,4 16,7 11,23 4,49 3,45 9,88 11,82 4,83 7,91 5,47 1,45 9,13 8,67 
2- methyl-1-butanal
1,3 
2,80 - 5,43 6,59 6,00 6,11 8,23 4,89 4,02 5,13 8,96 9,68 9,00 7,27 3,22 - 4,22 4,65 
Butylalcohol
2,3 2,81 1,10 - - - - - - 3,13 4,85 - - 7,56 - 1,87 2,54 - - 
3-hydroxy-1-
butanone
1,3,4 3,54 - - 4,50 3,20 4,87 9,74 15,6 6,12 9,13 9,40 9,78 9,89 11,43 13,89 17,36 8,88 9,72 
Isoamyl alcohol
1,3 
4,08 - 0,31 8,82 8,32 8,27 4,63 2,92 3,64 3,03 6,88 8,08 8,15 3,66 - 2,87 1,79 1,56 
Hexenal
2 6,12 0,28 2,65 1,15 0,44 - 0,40 - - - - - - - - 0,53 - - 
1-hexanol
2,3 
9,01 - 0,71 1,46 - - 1,28 1,90 0,44 0,83 3,06 - 0,65 0,49 0,54 0,66 1,00 1,05 
Isoamyl acetate
1,3 
9,33 - - 1,14 - - 0,43 0,18 0,22 0,24 1,26 0,34 0,22 - - 0,39 - 0,88 
Heptanal
2 10,30 0,11 1,18 0,79 - - - - - - - - - - - 0,52 - - 
2-octanone
2 11,94 0,25 0,96 1,13 - - 1,09 0,35   0,91 0,92  0,59 0,47 0,39 0,97 0,86 
Heptyl alcohol
2,3 
13,34  0,55 1,23 - - 0,67 0,51 0,16 0,23 2,73 2,76 0,35 0,27 0,31 0,37 0,52 0,53 
6-methyl-5-hepten-2-
one
2,3 14,01 0,42 1,64 1,75 - - 0,58 0,67 0,63 0,82 0,76 - - 1,09 - - - - 
2-ethyl-1-hexanol
1,2,3 
15,74 12,5 37,47 47,13 52,09 64,78 12,84 16,11 18,97 22,7 24,00 33,6 76,02 38,8 44,23 50,78 139,86 147,54 
Nonanoic acid
1,3 
16,09 - - - - - - - 0,23 0,26 - - 0,59 - - - - - 
Trans-2-octenal
2,3 
17,47 0,41 2,40 - - - 1,87 1,99 1,56 1,65 0,62 1,55 1,99 1,00 1,56 2,08 - - 
Acetophenone
2 
17,16 - - - - - - - - 0,36 9,42 4,04 0,68 0,39 0,39 0,35 - - 
1-octanol
2 
17,47 - 3,08 3,63 - - - 1,20 1,12 1,15 - - 2,35 1,00 - - - 2,11 
Linanol 
1 
18,56 - - - - - - - 0,31 0,34 - - - - - - - 0,32 
Nonanal
2,3 18,73 0,14 5,58 3,12 2,67 2,07 0,67 0,98 1,09 1,17 1,13 1,32 1,83 1,41 2,34 3,11 1,09 1,17 
Nonanol
2,3 
21,30 - 1,79 11,2 - - 1,91 2,76 1,86 2,08 24,0 2,44 1,93 2,03 3,26 4,16 1,08 1,19 
n-undecane
2 
25,82 - - 0,71 0,39 - 0,28 - - 0,52 - - - - - - - - 
n-dodecane
2 
25,83 - 0,90 0,68 0,23 - 0,17 - - 0,23 - - 1,98 - - 0,15 - - 
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22,54 0,64 1,95 1,08 0,90 - 0,31 0,49 0,79 0,81 0,87 0,97 1,22 1,01 1,94 2,77 0,32 0,39 
n-butyl-2-
methylbutyrate
1 23,67 - - - - - - - - - - - 0,35 - - - - - 
n-tetradecane
2,3 
29,12 - 1,07 0,69 0,35 - 0,25 0,17 0,44 0,31 0,47 0,47 0,49 0,20 - - 0,31 0,27 
Pentadecane
2 
35,0 - 0,92 0,64 0,24 - 0,18 - 0,33 0,27 0,43 0,40 0,29 0,16 - - - 0,29 
n-eicosane
2 
28,65 - - 0,46 - - 0,45 0,19 - - - 0,56 0,22 - - 0,21 - 1,00 
Heptyl butyrate
2 
28,29 - - - - - - - - - - - - - - 0,25 - 0,86 
Lauryl alcohol
1 
31,44 - - - - - -  0,52 0,55 - - - - - - - - 
n-hexadecane
2,3 
35,00 0,05 1,58 0,86 - - - - - 0,59 0,31 0,54 0,76 0,22 0,87 1,63 0,45 0,48 
n-tetracosane
2 
35,03 0,09 0,59 0,41 - - - - - - - - - 0,57 0,48 0,41 - - 
1
 ουσίες που παράχθηκαν μόνο στα ενοφθαλμισμένα μοντέλα 
2
 ουσίες που παράχθηκαν στους μάρτυρες αλλά και στα ενοφθαλμισμένα μοντέλα  
3
 ουσίες που αυξήθηκαν κατά τη διάρκεια της συντήρησης 
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                                                          (α) 
 
 
                                                      (β) 
Σχήμα 4.1. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της συντήρησης 





























Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
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                                                        (α) 
 
                                                       (β) 
Σχήμα 4.2. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της συντήρησης 





























Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
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                                                         (α) 
 
                                                           (β) 
 
Σχήμα 4.3. Μεταβολές στη γενική εμφάνιση των φιλέτων κατά τη διάρκεια της συντήρησης 
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                                                  (α)                                                                                                                   (β)          
Σχήμα 4.4.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες 
συνθήκες (α) και σε ΜΑΡ (β) στους 0οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στους μέσους όρους 4 επαναλήψεων (2Χ2) που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες προσαρμογή με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός (○), Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά βακτήρια(■) και 
Enterobacteriaceae ().  
 






































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
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                                                  (α)                                                                                                                   (β)        
Σχήμα 4.5.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες 
συνθήκες (α) και σε ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι 
καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi and Roberts 1994). Ολικός μικροβιακός 
πληθυσμός (○), Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά βακτήρια(■) και 
Enterobacteriaceae ().   
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                                                  (α)                                                                                                                   (β)                        
Σχήμα 4.6. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησης σε αερόβιες 
συνθήκες (α) και σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 15οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). 
Ολικός μικροβιακός πληθυσμός (○), Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), οξυγαλακτικά 







































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
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                                                  (α)                                                                                                                   (β)                      
Σχήμα 4.7. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε ΜΑΡ (β) στους 0οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). 
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                                                               (α)                                                                                                                   (β)                        
Σχήμα 4.8. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). 
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                                                             (α)                                                                                                                   (β)                        
Σχήμα 4.9. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (β) στους 15οC. Τα σημεία αντιστοιχούν στα δεδομένα που προέκυψαν από 
την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι καμπύλες στην προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi 
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Σχήμα 4.10. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε μάρτυρες 





















































































































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
1-penten-3-ol 
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Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
6-methyl-5-hepten-2-one 
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Σχήμα 4.11. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε μάρτυρες 







































































































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
n-decanal 
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Σχήμα 4.12. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε μάρτυρες 





































































































































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
butylalcohol 
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                 (α)                                                                    (β) 
 
Σχήμα 4.13. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με τον 



































































































ΟΜΧ (log cfu/g) 
cis-4-heptenal 
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 (α)                                                                    (β) 
 
Σχήμα 4.14. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα ΟΜΧ (β) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα στους 
5
ο






































































































ΟΜΧ (log cfu/g) 
2-methyl-1-butanal 
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ΟΜΧ (log cfu/g) 
cis-6-nonenal 
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(α)                                                                 (β) 
 
Σχήμα 4.15. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα ΟΜΧ (β) σε φιλέτα τσιπούρας αποθηκευμένα στους 
15
ο







































































































































ΟΜΧ (log cfu/g) 
cis-4-heptenal 
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Pseudomonas (log cfu/g) 
1-hexanol 
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(α)                                                                      (β) 
 
Σχήμα 4.16. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 




































































Χρόνος συντήρησης (Ημέρες) 
ethyl tiglate 
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Pseudomonas (log cfu/g) 
trans-2-octenal 
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(α)                                                                      (β) 
 
Σχήμα 4.17. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 
































Pseudomonas (log cfu/g) 
n-dodecane 
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Pseudomonas (log cfu/g) 
2-heptanone 
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Pseudomonas (log cfu/g) 
Isoamyl alcohol 
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(α)                                                                      (β) 
 
Σχήμα 4.18. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Pseudomonas spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε 




































































Pseudomonas (log cfu/g) 
2-undecanone 
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(α)                                                                      (β) 
 
Σχήμα 4.19. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα 




































Shewanella (log cfu/g) 
n-tetracosane 
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Shewanella (log cfu/g) 
1-dodecene 
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(α)                                                                      (β) 
 
Σχήμα 4.20. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα 




































Shewanella (log cfu/g) 
heptanal 
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Shewanella (log cfu/g) 
2-nonanone 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly







               (α)                                                                 (β) 
Σχήμα 4.21. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα Shewanella spp. (β) σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα 









































































































































Shewanella (log cfu/g) 
n-undecane 
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LAB (log cfu/g) 
Isoamyl alcohol 
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(α)                                                                 (β) 
 
Σχήμα 4.22. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 0οC υπό συνθήκες αέρα 
































































LAB (log cfu/g) 
2-methyl-1-butanal 
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LAB (log cfu/g) 
trans-2-octenal 
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(α)                                                                 (β) 
 
Σχήμα 4.23. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 5οC υπό συνθήκες αέρα 


































LAB (log cfu/g) 
n-hexadecane 
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LAB (log cfu/g) 
Isoamyl alcohol 
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LAB (log cfu/g) 
linanol 
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(α)                                                                 (β) 
 
Σχήμα 4.24. Σχετικές μεταβολές της συγκέντρωσης πτητικών μεταβολιτών σε σχέση με το 
χρόνο συντήρησης (α) και με τα επίπεδα οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) σε 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας αποθηκευμένα στους 15οC υπό συνθήκες αέρα 








































































LAB (log cfu/g) 
n-hexadecane 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. Επίδραση Ειδικών Αλλοιωγόνων Μικροοργανισμών 
στην τύχη του L. monocytogenes 
 
5.1. Εισαγωγή  
Οι μικροοργανισμοί αλληλεπιδρούν και επηρεάζουν ο ένας την αύξηση του 
άλλου (Boddy & Wimpenny 1992). Τα οξυγαλακτικά βακτήρια από τα θετικά κατά 
Gram βακτήρια, τα Pseudomonas spp.,  το S. putrefaciens και γενικότερα τα αρνητικά 
κατά Gram βακτήρια διακρίνονται για τις ανταγωνιστικές τους ιδιότητες παράγοντας 
διάφορες ουσίες έναντι των υπολοίπων μικροοργανισμών. Τα οξυγαλακτικά παράγουν 
κυρίως οργανικά οξέα και βακτηριοσίνες (Adams & Nicolaides 1997), τα Pseudomonas 
spp. παράγουν κυρίως σιδηροφόρες ουσίες υπό συνθήκες χαμηλής διαθεσιμότητας σε 
σίδηρο (Gram 1993, Gram 1994, Cheng et al. 1995, Laine et al. 1996) και γενικότερα, 
τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια παράγουν ουσίες όπως ΝΗ3 και τριμεθυλαμίνη, οι 
οποίες δρουν τοξικά έναντι των υπολοίπων μικροοργανισμών.  
Τα αλιεύματα και τα προϊόντα τους είναι ευαλλοίωτα τρόφιμα λόγω της υψηλής 
τους περιεκτικότητας σε θρεπτικά συστατικά και ιδιαίτερα σε μη πρωτεϊνικό άζωτο, με 
αποτέλεσμα να υποστηρίζουν την αύξηση αλλοιωγόνων μικροοργανισμών αλλά και 
παθογόνων διότι είναι δυνατό να επιμολυνθούν με διάφορους παθογόνους 
μικροοργανισμούς κατά τα στάδια της παραγωγικής αλυσίδας τους, έτσι ώστε να είναι 
δυνατό να καταστούν επικίνδυνα για τη δημόσια υγεία. Η πρόκληση τροφικών 
δηλητηριάσεων από παθογόνους μικροοργανισμούς, όπως είναι το L. monocytogenes, 
έχει αυξήσει το ενδιαφέρον των καταναλωτών σε θέματα ασφάλειας τροφίμων κυρίως 
ζωικής προέλευσης (WHO 2000). Το L. monocytogenes έχει απομονωθεί αρκετές φορές 
από το θαλάσσιο περιβάλλον και από αρκετά αλιεύματα (Weagant et al. 1988, Colburn 
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et al. 1990, Jemmi 1993, Ben Embarek 1994, Jorgensen & Huss 1998). Η κατανάλωση 
αλευτικών προϊόντων έχει αποτελέσει πολλές φορές αιτία πρόκλησης λιστερίωσης 
(Facinelli et al. 1989, Ericsson et al. 1997). Η παρεμπόδιση της αύξησης ή/και της 
αδρανοποίησης αυτών των μικροοργανισμών αποτελεί πρωταρχική ανάγκη για την 
προστασία της δημόσιας υγείας.   
Διάφοροι τρόποι θανάτωσης ή παρεμπόδισης της αύξησης των 
μικροοργανισμών έχουν βασισθεί στην τεχνολογία των εμποδίων (Hurdles 
Technology), όπως διατυπώθηκε από τον Prof. Leistner (Leistner 1992). Μεταξύ αυτών 
των τεχνολογιών, είναι η συσκευασία σε ΜΑΡ η οποία έχει υιοθετηθεί σε μεγάλο 
βαθμό στην Ευρώπη (Davies 1997). Ωστόσο είναι αξιοσημείωτο ότι παρά την 
αποδεδειγμένη αποτελεσματικότητα της τεχνολογίας ΜΑΡ η χρήση της είναι σπάνια ή 
γίνεται με ακατάλληλο τρόπο από τις Ελληνικές Βιομηχανίες επεξεργασίας, 
συσκευασίας και διακίνισης των αλιευμάτων λόγω ότι (ι) υπάρχει λιγοστή 
πληροφόρηση σχετικά με τη μικροβιακή κοινότητα (αλλοιωγόνο και παθογόνο) των 
Ελληνικών προϊόντων (ολόκληρα, ολόκληρα απεντερωμένα, φιλέτα κτλ) σε σύγκριση 
με την εκτενέστερη γνώση γύρω από παρόμοια προϊόντα σε άλλες Ευρωπαϊκές χώρες 
και (ιι) δεν πραγματοποιείται σωστή εφαρμογή αυτής της τεχνολογίας λόγω κυρίως 
έλλειψης επιστημονικής γνώσης (π.χ. υπάρχει διαφορετική μικροβιακή κοινότητα και 
διαφορετικά μικροβιακά προφίλ αλλοίωσης μεταξύ των νωπών αλιευτικών προϊόντων 
των χωρών της Βόρειας Ευρώπης σε σχέση με αυτά από τις Νότιες Ευρωπαϊκές χώρες) 
(Gram & Dalgaard 2002). Επιπλέον, έχουν εκφραστεί ανησυχίες για το ότι η τεχνολογία 
ΜΑΡ εγκυμονεί κινδύνους. Αυτό διότι είναι δυνατό οι παθογόνοι μικροοργανισμοί να 
αναπτύξουν προσαρμοστικότητα σε αντίξοα περιβάλλοντα (Davies 1997, Farber 2001) 
αλλά και η τύχη των παθογόνων μικροοργανισμών εξαρτάται από τον ανταγωνισμό 
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τους με την αλλοιωγόνο μικροκοινότητα, η οποία παραμποδίζεται από τη συσκευασία 
ΜΑΡ.   
 Η τύχη των παθογόνων μικροοργανισμών εξαρτάται από τις συνθήκες 
επεξεργασίας και συντήρησης καθώς και από τον ανταγωνισμό τους με την αλλοιωγόνο 
μικροκοινότητα (Buchanan & Bagi 1999). Ανταγωνισμός υφίσταται και μεταξύ των 
ΕΑΜ, ο οποίος επιδρά εκτός από το ρυθμό αύξησης και το μέγεθος του τελικού 
πληθυσμού τους, και τον μεταβολισμό τους (Tsigarida et al. 2003). Η επίδραση των 
συνθηκών επεξεργασίας και συντήρησης στην μικροβιακή οικολογία είναι πρωτεύοντος 
σημασίας για την παραγωγή και διάθεση υγιεινών και ποιοτικών αλιευμάτων.  
Στην Ελλάδα, καμία μελέτη δεν έχει λάβει χώρα σχετικά με τη διερεύνηση της 
οικολογικής αλληλεπίδρασης μεταξύ αλλοιωγόνων και παθογόνων μικροοργανισμών, 
όπως είναι το L. monocytogenes, είτε σε υπόστρωμα-μοντέλο που να προσομοιάζει 
σάρκα ιχθύος τσιπούρας ή σε ιχθύες τσιπούρας, σε σχέση με τις συνθήκες 
αποθήκευσης-συντήρησης.  
Σκοπός του κεφαλαίου αυτού είναι η μελέτη της αλληλεπίδρασης μεταξύ των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών καθώς και της αλληλεπίδρασης αυτών με το παθογόνο 
L. monocytogenes.  
 
5.2. Υλικά και Μέθοδοι 
5.2.1. Προέλευση και προετοιμασία δειγμάτων 
Η προέλευση των φιλέτων και η προετοιμασία των μοντέλων ιχθύος τσιπούρας 
πραγματοποιήθηκαν όπως περιγράφονται στο Κεφάλαιο 3.  
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5.2.2. Προετοιμασία εμβολίου, ενοφθαλμισμός και αποθήκευση  
Καλλιέργειες L. monocytogenes σε μίγμα που αποτελούνταν από Scott A, Pirie 
21075, Pirie 21085, Pirie 214112, Pirie 23UD, Pirie NCTC 10527 και μίγμα από 
Pseudomonas spp. (βλέπε Κεφ. 3), Shewanella spp. (βλέπε Κεφ. 3) και οξυγαλακτικά 
βακτήρια (βλέπε Κεφ. 3), χρησιμοποιήθηκαν για τον ενοφθαλμισμό: ι) φιλέτων με τη 
φυσική τους μικροβιακή σύνθεση και ιι) στερεών μοντέλων ιχθύος τσιπούρας. Οι 
καλλιέργειες L. monocytogenes προμηθεύθηκαν από το εργαστήριο Μικροβιολογίας 
και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, του Τμήματος Επιστήμης και Τεχνολογίας Τροφίμων, 
του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. 
Στα φιλέτα, πραγματοποιήθηκε ενοφθαλμισμός με L. monocytogenes σε αρχικό 
εμβόλιο περίπου 103 cfu/g. Στα μοντέλα, πραγματοποιήθηκαν ενοφθαλμισμοί σε 
μονοκαλλιέργειες και σε συγκαλλιέργειες αλλοιωγόνων καθώς και των αλλοιωγόνων 
και του παθογόνου L. monocytogenes μαζί. Το αρχικό εμβόλιο των μικροοργανισμών 
στις μονοκαλλιέργειες και στις συγκαλλιέργειες ήταν περίπου 103 cfu/g. Οι συνδυασμοί 
των μικροοργανισμών παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.1.   
Κάθε μεταχείριση πραγματοποιήθηκε σε τρεις επαναλήψεις. Ακολουθούσε 
συσκευασία και αποθήκευση των φιλέτων και των μοντέλων σε συνθήκες αέρα και 
ΜΑΡ (CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30% ) με χρήση φιλμ BDF 8050F (SEALED AIR) το 
οποίο προμηθεύθηκε από τη βιομηχανία ΔΙΑΣ, ίδιο με αυτό που χρησιμοποιείται στα 
εμπορικά φιλέτα, με σκοπό το εργαστηριακό προϊόν σε ΜΑΡ να προσομοιάζει το 
περισσότερο δυνατό το πραγματικό εμπορικό προϊόν. Ακολουθούσε αποθήκευση σε 
επωαστικούς θαλάμους στους 5οC. Η συσκευασία σε ΜΑΡ πραγματοποιήθηκε σε 
συσκευή τύπου Henkovac 1900 στο εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας 
Τροφίμων, του Τμήματος Επιστήμης και Τεχνολογίας Τροφίμων, του Γεωπονικού 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly




Η μικροβιολογική ανάλυση πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο 
Κεφάλαιο 2. Σε όλες τις περιπτώσεις πραγματοποιήθηκε προσαρμογή των δεδομένων 
αύξησης χρησιμοποιώντας τη σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts 
1994) (βλέπε Κεφ. 2). 
 
5.3 Αποτελέσματα 
5.3.1. Aνάπτυξη του L. monocytogenes σε φιλέτα τσιπούρας  
Οι καμπύλες αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και το ρΗ στα 
φιλέτα ιχθύος τσιπούρας (α) και στα φιλέτα ενοφθαλμισμένα με το L. monocytogenes 
(β), κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους στους 5οC για 8 και 10 ημέρες υπό αερόβιες 
συνθήκες και συνθήκες MAP, αντίστοιχα, παρουσιάζονται στα Σχήματα 5.1 - 5.4. Οι 
κινητικές παράμετροι των μικροοργανισμών παρουσιάζονται στους Πίνακες 5.2 και 
5.3. 
Κατά τη συντήρηση των ιχθύων στις δύο ατμόσφαιρες στο χρόνο απόρριψης  
(d5 και d8 για τα φιλέτα σε αέρα και ΜΑΡ, αντίστοιχα), τα Pseudomonas spp. 
αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στους 5 οC. Τα 
Pseudomonas spp. ακολουθούνταν από τα βακτήρια που παράγουν H2S, 
Enterobacteriaceae, B. thermosphacta και οξυγαλακτικά βακτήρια, σε αερόβιες 
συνθήκες (Σχ. 5.1α), ενώ από τα βακτήρια που παράγουν H2S, B. thermosphacta, 
οξυγαλακτικά βακτήρια και Enterobacteriaceae, σε συνθήκες ΜΑΡ (Σχ. 5.2α). 
Με την παρουσία του L. monocytogenes, παρατηρήθηκαν μεταβολές στις 
κινητικές παραμέτρους των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών κατά τη συντήρηση των 
φιλέτων. Ο ειδικός ρυθμός αύξησης (μmax) των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών 
μεταβλήθηκε εξαιτίας της παρουσίας του παθογόνου στα φιλέτα υπό τις ίδιες συνθήκες 
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θερμοκρασίας και ατμόσφαιρας. Σε συσκευασία αέρα, στα φιλέτα χωρίς το παθογόνο, ο 
μεγαλύτερος ειδικός ρυθμός αύξησης παρατηρήθηκε στα Enterobacteriaceae και 
ακολουθούσαν τα Pseudomonas spp., τα B. thermosphacta, τα βακτήρια που παράγουν 
H2S και τα οξυγαλακτικά βακτήρια (p< 0,05) (Πίν. 5.2). Παρουσία του παθογόνου, ο 
ρυθμός αύξησης των βακτηρίων που παράγουν H2S, του B. thermosphacta καθώς και 
των Enterobacteriaceae μειώθηκε (p< 0,05)  (Πίν. 5.2). Αντίθετα, ο ρυθμός αύξησης 
των Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων παρουσίασε αύξηση, με τα 
Pseudomonas spp. να παρουσιάζουν τον μεγαλύτερο ειδικό ρυθμό αύξησης (p< 0,05)  
(Πίν. 5.2). Επομένως, η αύξηση των Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων ευνοήθηκε στα φιλέτα με το παθογόνο που συντηρήθηκαν σε αερόβιες 
συνθήκες, ενώ η αύξηση των βακτηρίων που παράγουν H2S, του B. thermosphacta 
καθώς και των Enterobacteriaceae παρεμποδίσθηκε εξαιτίας της παρουσίας του L. 
monocytogenes στις συνθήκες αυτές, σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το παθογόνο. Οι 
τελικοί πληθυσμοί των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών επίσης μεταβλήθηκαν λόγω της 
παρουσίας του παθογόνου στα φιλέτα σε αερόβιες συνθήκες (Πίν.5.2). Οι τελικοί 
πληθυσμοί των Pseudomonas spp. και των Enterobacteriaceae παρουσίασαν μείωση 
παρουσία του L. monocytogenes σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς την παρουσία του 
παθογόνου, ενώ οι τελικοί πληθυσμοί των βακτηρίων που παράγουν H2S και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων παρουσίασαν αύξηση. Οι τελικοί πληθυσμοί του B. 
thermosphacta δεν παρουσίασαν μεταβολές (p>0,05)  (Πίν. 5.2).  
Σε συσκευασία ΜΑΡ, στα φιλέτα χωρίς το παθογόνο, ο μεγαλύτερος ειδικός 
ρυθμός αύξησης παρατηρήθηκε στα βακτήρια που παράγουν H2S και ακολουθούσαν τα 
Pseudomonas spp., οξυγαλακτικά βακτήρια, B. thermosphacta και τα 
Enterobacteriaceae (Πίν. 5.3). Παρουσία παθογόνου, ο ρυθμός αύξησης των 
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αλλοιωγόνων μικροοργανισμών μειώθηκε (p<0,05), εκτός από την περίπτωση των 
Enterobacteriaceae όπου παρέμεινε ο ίδιος (p>0,05). Επομένως, ο ρυθμός αύξησης των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, πλην των Enterobacteriaceae, μειώθηκε εξαιτίας της 
παρουσίας του L. monocytogenes στις συνθήκες αυτές, σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το 
παθογόνο. Επιπλέον, οι τελικοί πληθυσμοί των μικροοργανισμών των φιλέτων σε 
συσκευασία ΜΑΡ παρουσίασαν μείωση παρουσία του L. monocytogenes σε σχέση με 
τα φιλέτα χωρίς την παρουσία του παθογόνου. Η μεγαλύτερη μείωση παρατηρήθηκε 
στους πληθυσμούς των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων (0,5-1,0 log) (Πίν. 5.3).  
Συνολικά για τα δύο προϊόντα (αέρας, ΜΑΡ), στα φιλέτα με το παθογόνο, τα 
Pseudomonas spp. ακολουθούνταν από τα βακτήρια που παράγουν H2S, 
Enterobacteriaceae, οξυγαλακτικά βακτήρια και από τα B. thermosphacta, σε αερόβιες 
συνθήκες (Σχ. 5.1β), ενώ τα βακτήρια που παράγουν H2S ακολουθούνταν από τα 
Pseudomonas spp., B. thermosphacta, οξυγαλακτικά βακτήρια και από τα 
Enterobacteriaceae, σε συνθήκες ΜΑΡ (Σχ. 5.2β). Στο τέλος της συντήρησης, τα 
Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στα 
φιλέτα στις δύο ατμόσφαιρες. Στα φιλέτα με το παθογόνο, τα Pseudomonas spp. 
αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς σε αερόβιες συνθήκες 
(Πίν. 5.2), ενώ στα φιλέτα με το παθογόνο σε ΜΑΡ, τα βακτήρια που παράγουν H2S 
αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς (Πίν. 5.3).  
Το L. monocytogenes παρουσίασε μεγαλύτερο ειδικό ρυθμό αύξησης (0,393 d-1) 
στα φιλέτα που συντηρήθηκαν σε αερόβιες συνθήκες σε σχέση με αυτά που 
συντηρήθηκαν σε συνθήκες ΜΑΡ (0,300 d-1) (p< 0.05)  (Πίν. 5.2&5.3). Παρόλα αυτά, 
έφτασε σε υψηλότερο πληθυσμό σε συνθήκες ΜΑΡ, στο χρόνο απόρριψης (4,57 και 
4,88 log cfu/g σε αέρα και ΜΑΡ, αντίστοιχα) και στο τέλος του πειράματος 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
190 
 
συντήρησης (5,73 και 5,92 log cfu/g σε αέρα και ΜΑΡ, αντίστοιχα) (Σχ. 5.1β & 5.2β). 
Στη συσκευασία σε ΜΑΡ, στο τέλος της συντήρησης, το παθογόνο έφτασε σε 
υψηλότερα πληθυσμιακά επίπεδα από τα οξυγαλακτικά βακτήρια και τα 
Enterobacteriaceae, ενώ στην συσκευασία αέρα βρέθηκε σε χαμηλότερα επίπεδα σε 
σχέση με τους αλλοιωγόνους πλην του B. thermosphacta.  
Κατά τη συντήρηση των φιλέτων, φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε κατά την 
αύξηση των Enterobacteriaceae στα φιλέτα σε αερόβιες συνθήκες παρουσία ή όχι του L. 
monocytogenes (Πίν. 5.2). Στη συσκευασία σε ΜΑΡ, φάση προσαρμογής 
παρατηρήθηκε στα βακτήρια που παράγουν H2S και στα B. thermosphacta κατά τη 
διάρκεια της συντήρησης και στις δύο περιπτώσεις (Πίν. 5.3). Στα φιλέτα σε ΜΑΡ 
παρουσία παθογόνου, η φάση προσαρμογής των βακτηρίων που παράγουν H2S 
επιμηκύνθηκε πάνω από 2 ημέρες σε σχέση με τα μη ενοφθαλμισμένα με παθογόνο 
φιλέτα (από 0,83 σε 3,03 ημέρες). Δεν παρατηρήθηκε φάση προσαρμογής κατά την 
αύξηση του L. monocytogenes σε καμία συσκευασία (Πίν. 5.2&5.3).  
Συμπερασματικά παρατηρήθηκε ότι η μείωση του ειδικού ρυθμού αύξησης και 
του επιπέδου των πληθυσμών των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών στα φιλέτα σε ΜΑΡ 
(Πίν. 5.2 & 5.3) φαίνεται να επιτρέπει την αύξηση του παθογόνου σε υψηλότερα 
πληθυσμιακά επίπεδα σε σχέση με την αποθήκευση σε συσκευασία αέρα, αλλά όχι 
σημαντικά ώστε να συνεπάγεται ότι η συσκευασία ΜΑΡ ευννοεί το παθογόνο. 
Το pH παρουσίασε αύξηση στα φιλέτα που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες 
συνθήκες κατά τη συντήρηση, η οποία φαίνεται να συμπίπτει με την αύξηση του 
πληθυσμού των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων (Σχ. 5.1α). Στα φιλέτα σε συνθήκες 
αέρα, παρουσία παθογόνου, το pH παρουσίασε αυξομειώσεις (Σχ. 5.1β). Στα φιλέτα σε 
συνθήκες ΜΑΡ κατά τη διάρκεια της συντήρησης, το pH κυμάνθηκε σε παρόμοια 
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επίπεδα στα ανεμβολίαστα φιλέτα (Σχ. 5.2α), ενώ παρουσίασε πτώση στα φιλέτα 
παρουσία παθογόνου (Σχ. 5.2β). Η πτώση του pH στα φιλέτα παρουσία παθογόνου 
συνέπεσε με την πτώση των πληθυσμών των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, κυρίως 
των Pseudomonas spp. (Σχ. 5.2β). 
 
Μονοκαλλιέργεια μικροοργανισμών σε στερεά μοντέλα υποστρώματα ιχθύος 
Οι καμπύλες αύξησης και οι κινητικές παράμετροι των μικροοργανισμών 
παρουσιάζονται στα Σχήματα 5.3&5.4 και στον Πίνακα 5.4, αντίστοιχα. 
Τα Pseudomonas spp. έφτασαν στα επίπεδα των 9,33 και 8,77 log cfu/g σε 
συσκευασία αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα, παρουσιάζοντας τον μεγαλύτερο τελικό 
πληθυσμό (Nmax) σε σχέση με τους υπόλοιπους μικροοργανισμούς σε 
μονοκαλλιέργειες και στις δύο συσκευασίες (Σχ. 5.3&5.4). Παρόλα αυτά, ο ειδικός 
ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp. (1,173 d-1) ήταν χαμηλότερος από αυτόν των 
Shewanella spp. (1,250 d
-1) σε συνθήκες αέρα καθώς και από τα Shewanella spp. και 
από οξυγαλακτικά σε συνθήκες ΜΑΡ (Πίν. 5.4). Φάση προσαρμογής ων Pseudomonas 
spp. ίση με 0,39 d παρατηρήθηκε μόνο στη συσκευασία αέρα.  
Τα Shewanella spp. έφτασαν στα αριθμητικά επίπεδα των 8,56 και 8,19 log 
cfu/g σε συσκευασία αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα, ενώ τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
έφτασαν στα επίπεδα των 8,44 και 8,17 log cfu/g σε συσκευασία αέρα και ΜΑΡ 
αντίστοιχα. Ο μεγαλύτερος ειδικός ρυθμός αύξησης παρατηρήθηκε στα Shewanella 
spp. στην συσκευασία αέρα και στα οξυγαλακτικά βακτήρια στην συσκευασία σε ΜΑΡ 
(Πίν. 5.4). Φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε κατά την αύξηση των Shewanella spp. 
και στις δύο ατμόσφαιρες.    
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Το L. monocytogenes παρουσίασε τον χαμηλότερο μέγιστο πληθυσμό και τον 
χαμηλότερο ρυθμό αύξησης σε σχέση με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς σε 
μονοκαλλιέργεια (Πίν. 5.4). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του L. monocytogenes ήταν 
περίπου 3 φορές μεγαλύτερος στη συσκευασία ΜΑΡ σε σχέση με τη συσκευασία αέρα. 
Στη συσκευασία σε ΜΑΡ παρατηρήθηκε επιμήκυνση της φάσης προσαρμογής του L. 
monocytogenes ίση με 4,26 d σε σχέση με τα μοντέλα υπό συνθήκες αέρα (Πίν. 5.4).
 
Συγκαλλιέργεια αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του L. monocytogenes σε 
στερεά μοντέλα υποστρώματα ιχθύος   
  Οι καμπύλες αύξησης και το ρΗ των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε στερεά 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας (α) με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς και (β) με τους 
αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς μαζί με το L. monocytogenes, κατά τη διάρκεια της 
συντήρησής τους για 10 και 11 ημέρες υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ, 
αντίστοιχα, στους 5οC, παρουσιάζονται στα Σχήματα 5.5-5.9. Οι κινητικές παράμετροι 
των μικροοργανισμών στις συγκαλλιέργειες παρουσιάζονται στον Πίνακα 5.5.   
  Δεν παρατηρήθηκε ουσιαστική διαφορά μεταξύ των κινητικών παραμέτρων 
αύξησης των Pseudomonas spp. στη συγκαλλιέργεια με το L. monocytogenes (Ps-L) σε 
σχέση με την αύξησή τους στη μονοκαλλιέργεια, σε αερόβιες συνθήκες (Πίν. 5.5) 
(p>0.05). Τα Pseudomonas spp. έφτασαν σε παρόμοια πληθυσμιακά επίπεδα της τάξης 
των 9,33 και 9,31 log cfu/g στη μονοκαλλιέργεια και στη συγκαλλιέργεια με το 
παθογόνο (Ps-L) με ειδικό ρυθμό αύξησης ίσο με 1,173 και 1,188 ημέρες-1 αντίστοιχα, 
στο τέλος της συντήρησης. Αντίθετα, ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp. 
σχεδόν υποδιπλασιάσθηκε (από 0,677 σε 0,347 ημέρες-1) στη συγκαλλιέργεια Ps-L σε 
σχέση με την αύξησή τους στη μονοκαλλιέργεια σε συνθήκες ΜΑΡ (Πίν. 5.5). Ο 
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τελικός πληθυσμός των Pseudomonas spp. ήταν περίπου 1 log χαμηλότερος στη 
συγκαλλιέργεια Ps-L σε σχέση με τη μονοκαλλιέργεια στις συνθήκες αυτές. Η αύξηση 
του L. monocytogenes παρεμποδίσθηκε στη συγκαλλιέργεια με τα Pseudomonas spp. 
και στις δύο ατμόσφαιρες σε σχέση με την αύξησή του στη μονοκαλλιέργεια (από 0,242 
σε 0,110 και από 0,676 σε 0,213, για τα μοντέλα σε αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα) (Σχ. 
5.5α,β).  
  Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Shewanella spp. βρέθηκε να είναι μικρότερος 
στη συγκαλλιέργεια με το παθογόνο (Sh-L), σε σχέση με τον ρυθμό αύξησής τους στη 
μονοκαλλιέργεια, στις δύο ατμόσφαιρες (Πίν. 5.4&5.5). Ιδιαίτερα, στην περίπτωση της 
αποθήκευσης των μοντέλων σε συνθήκες ΜΑΡ, ο ρυθμός αύξησης των Shewanella spp. 
ήταν περίπου 4 φορές μικρότερος (0,745 ημέρες-1 στη μονοκαλλιέργεια και 0,195 
ημέρες-1 στη συγκαλλιέργεια). Ο τελικός πληθυσμός των Shewanella spp. βρέθηκε να 
είναι περίπου 2 και 4 logs μικρότερος στη συγκαλλιέργεια Sh-L σε σχέση με τη 
μονοκαλλιέργεια σε συνθήκες αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα. Ο ρυθμός αύξησης του 
παθογόνου βρέθηκε να είναι περίπου 8 φορές μεγαλύτερος στη συγκαλλιέργεια Sh-L 
(1,819 ημέρες-1) σε σχέση με τη μονοκαλλιέργεια (0,242 ημέρες-1) και 2 φορές 
μικρότερος στη συγκαλλιέργεια Sh-L (0,310 ημέρες-1) σε σχέση με τη μονοκαλλιέργεια 
(0,676 ημέρες-1), σε συνθήκες αέρα και ΜΑΡ αντίστοιχα. Φαίνεται ότι τα L. 
monocytogenes παρεμποδίζουν την αύξηση των Shewanella spp. στις δύο ατμόσφαιρες, 
ενώ η παρουσία των Shewanella spp. προκαλεί σημαντική αύξηση του ρυθμού αύξησης 
των L. monocytogenes σε αερόβιες συνθήκες (Σχ. 5.6α) και μείωση του ρυθμού 
αύξησης των L. monocytogenes σε συνθήκες ΜΑΡ (Σχ. 5.6β). 
  Ο ρυθμός αύξησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων βρέθηκε να είναι μικρότερος 
στη συγκαλλιέργεια Lab-L (1,079 ημέρες-1) σε σχέση με τη μονοκαλλιέργεια (1,101 
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ημέρες-1) σε αερόβιες συνθήκες. Ο ρυθμός αύξησης του παθογόνου αυξήθηκε από 
0,242 ημέρες-1 στη μονοκαλλιέργεια σε 0,290 ημέρες-1 στη συγκαλλιέργεια Lab-L, σε 
αερόβιες συνθήκες. Επομένως, φαίνεται ότι τα L. monocytogenes παρεμποδίζουν την 
αύξηση των οξυγαλακτικών βακτηρίων, ενώ η παρουσία των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων φαίνεται να προκαλεί αύξηση του ρυθμού αύξησης του L. monocytogenes 
(Σχ. 5.7α).      
  Σε συνθήκες ΜΑΡ, ο ρυθμός αύξησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων βρέθηκε 
να είναι μεγαλύτερος στη συγκαλλιέργεια Lab-L (0,842 ημέρες-1) σε σχέση με τη 
μονοκαλλιέργεια (0,779 ημέρες-1). Ο ρυθμός αύξησης του παθογόνου βρέθηκε να είναι 
περίπου 5 φορές μικρότερος στη συγκαλλιέργεια (0,135 ημέρες-1) σε σχέση με τη 
μονοκαλλιέργεια (0,676 ημέρες-1). Επομένως, φαίνεται ότι τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
παρεμποδίζουν την αύξηση του παθογόνου, ενώ η παρουσία του παθογόνου φαίνεται να 
προκαλεί αύξηση του ρυθμού αύξησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων σε ΜΑΡ (Σχ. 
5.7β).       
  Κατά τη συγκαλλιέργεια των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών (Ps-Sh-Lab) 
παρατηρήθηκαν μεταβολές στην αύξησή τους σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες (Σχ. 
5.8). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης όλων των μικροοργανισμών στη συγκαλλιέργεια Ps-
Sh-Lab ήταν χαμηλότερος σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες σε αερόβιες συνθήκες 
(Πίν. 5.4&5.5). Στη συσκευασία ΜΑΡ, ο ειδικός ρυθμός αύξησης των αρνητικών κατά 
Gram βακτηρίων, Pseudomonas spp. και Shewanella spp., ήταν χαμηλότερος σε σχέση 
με τις μονοκαλλιέργειες, ενώ ο ειδικός ρυθμός αύξησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
ήταν υψηλότερος σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες (Πίν. 5.4&5.5).       
  Κατά τη συγκαλλιέργεια όλων των μικροοργανισμών (Ps-Sh-Lab-L) 
παρατηρήθηκαν επίσης μεταβολές στην αύξησή τους σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες 
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(Σχ. 5.9). Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp., οξυγαλακτικών βακτηρίων 
και L. monocytogenes ήταν μεγαλύτερος στη συγκαλλιέργεια σε σχέση με τις 
μονοκαλλιέργειες, ενώ ο ρυθμός αύξησης των Shewanella spp. ήταν μικρότερος, σε 
αερόβιες συνθήκες. Σε συνθήκες ΜΑΡ, τα Pseudomonas spp. και το L. monocytogenes 
παρουσίασαν μικρότερο ρυθμό αύξησης, τα Shewanella spp. παρουσίασαν μεγαλύτερο 
ρυθμό αύξησης ενώ τα οξυγαλακτικά βακτήρια αυξάνονταν με τον ίδιο ρυθμό σε σχέση 
με τις μονοκαλλιέργειες (p>0.05) (Πίν. 5.4&5.5).   
  Επιπλέον, κατά τη συγκαλλιέργεια όλων των μικροοργανισμών (Ps-Sh-Lab-L) 
παρατηρήθηκαν μεταβολές στην αύξηση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε σχέση 
με την αύξησή τους στη συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab (Σχ. 5.8&5.9). Ο ειδικός ρυθμός 
αύξησης των Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν μεγαλύτερος 
στη συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab-L σε σχέση με τη συγκαλλιέργεια με τους 
αλλοιωγόνους μόνο (Ps-Sh-Lab) σε αερόβιες συνθήκες. Αντίθετα, ο ειδικός ρυθμός 
αύξησης των Shewanella spp. ήταν μικρότερος στη συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab-L σε 
σχέση με τη συγκαλλιέργεια με τους αλλοιωγόνους μόνο (Ps-Sh-Lab) (Πίν. 5.4&5.5). 
Επομένως, φαίνεται ότι η παρουσία του L. monocytogenes ευνοεί την αύξηση των 
Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων, ενώ παρεμποδίζει την αύξηση 
των Shewanella spp. στα μοντέλα στη συσκευασία αέρα. Πράγματι, το L. 
monocytogenes φαίνεται να προκαλεί αύξηση του ρυθμού αύξησης των Pseudomonas 
spp. στη συγκαλλιέργεια Ps-L και μείωση του ρυθμού αύξησης των Shewanella spp. 
στη συγκαλλιέργεια Sh-L στη συσκευασία αέρα. Αντίθετα, το L. monocytogenes 
προκαλεί μείωση του ρυθμού αύξησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων στη 
συγκαλλιέργεια Lab-L σε αερόβιες συνθήκες συντήρησης.       
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  Στη συσκευασία σε ΜΑΡ, ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp. και 
των οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν μικρότερος, ενώ ο ειδικός ρυθμός αύξησης των 
Shewanella spp. ήταν μεγαλύτερος, στη συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab-L σε σχέση με τη 
συγκαλλιέργεια με τους αλλοιωγόνους μόνο (Ps-Sh-Lab). Επομένως, φαίνεται ότι η 
παρουσία του L. monocytogenes παρεμποδίζει την αύξηση των Pseudomonas spp. και 
των οξυγαλακτικών βακτηρίων, ενώ προκαλεί αύξηση του ρυθμού αύξησης των 
Shewanella spp. στα μοντέλα στη συσκευασία ΜΑΡ. Πράγματι, το L. monocytogenes 
προκαλεί μείωση του ρυθμού αύξησης των Pseudomonas spp. στη συγκαλλιέργεια Ps-L 
στο ΜΑΡ. Αντίθετα, το L. monocytogenes προκαλεί αύξηση του ρυθμού αύξησης των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων στη συγκαλλιέργεια Lab-L και μείωση του ρυθμού αύξησης 
των Shewanella spp. στη συγκαλλιέργεια Sh-L στο ΜΑΡ. Η διαφορετική συμπεριφορά 
των μικροοργανισμών αυτών στη συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab-L σε σχέση με τη 
συγκαλλιέργεια Ps-Sh-Lab φαίνεται να οφείλεται στην αλληλεπίδραση μεταξύ των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών εξαιτίας της παρουσίας του L. monocytogenes.  
  Φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε στις περισσότερες περιπτώσεις 
συγκαλλιέργειας των μικροοργανισμών στα μοντέλα που συντηρήθηκαν σε αερόβιες 
συνθήκες και σε λιγότερες περιπτώσεις στους μικροοργανισμούς στα μοντέλα που 
συντηρήθηκαν σε συνθήκες ΜΑΡ. Η μεγαλύτερη φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε 
κατά την αύξηση του L. monocytogenes και στις δύο ατμόσφαιρες. Η φάση 
προσαρμογής του παθογόνου ήταν 6,19 και 4,67 ημέρες στη συγκαλλιέργεια με τα  
Shewanella spp., σε σε αερόβιες συνθήκες και σε συνθήκες ΜΑΡ αντίστοιχα. 
  Συμπερασματικά στις συγκαλλιέργειες του κάθε αλλοιωγόνου με το παθογόνο 
σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα παρατηρείται ότι η αύξηση του L. 
monocytogenes α) παρεμποδίζεται στη συγκαλλιέργεια με τα Pseudomonas spp. και 
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στις δύο ατμόσφαιρες, β) ευνοείται στη συγκαλλιέργεια με τα Shewanella spp. σε 
αερόβιες συνθήκες και παρεμποδίζεται στη συγκαλλιέργεια με τα Shewanella spp. σε 
συνθήκες ΜΑΡ και γ) ευνοείται στη συγκαλλιέργεια με τα οξυγαλακτικά βακτήρια σε 
αερόβιες συνθήκες και παρεμποδίζεται στη συγκαλλιέργεια με αυτά σε συνθήκες ΜΑΡ.  
  Στις συγκαλλιέργειες όλων των αλλοιωγόνων με το παθογόνο σε σχέση με τις 
μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα παρατηρείται ότι η αύξηση του L. monocytogenes 
ευνοείται σε αερόβιες συνθήκες, ενώ παρεμποδίζεται σε συνθήκες ΜΑΡ. Όσον αφορά 
την αύξηση των αλλοιωγόνων στις συγκαλλιέργειες όλων των αλλοιωγόνων με το 
παθογόνο σε σχέση με τις μονοκαλλιέργειες, τα Pseudomonas spp. και τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια ευνοούνται, ενώ η αύξηση των Shewanella spp. παρεμποδίζεται σε αερόβιες 
συνθήκες. Σε συνθήκες ΜΑΡ, η αύξηση των Pseudomonas spp. παρεμποδίζεται, των 
Shewanella spp. ευνοείται ενώ των οξυγαλακτικών βακτηρίων δεν ευνοείται και ούτε 
παρεμποδίζεται.  
  Το pH παρουσίασε ουσιαστική αύξηση (0,5-1,0) στα μοντέλα που 
αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες σε σχέση με τα μοντέλα σε συνθήκες ΜΑΡ (Σχ. 
5.5-5.9). Η αύξηση του pH φαίνεται να συμπίπτει με την αύξηση του πληθυσμού των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών, κυρίως των Pseudomonas spp. και Shewanella spp. 
(Σχ. 5.5α, 5.8α, 5.9α). Οι μεταβολές στον πληθυσμό του παθογόνου φαίνεται να μην 
επηρεάζουν ιδιαίτερα το pH, παρά μόνο στις περιπτώσεις όπου η παρουσία του 
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5.4 Συζήτηση  
  Η συμπεριφορά των μικροοργανισμών στα τρόφιμα όπως είναι τα φιλέτα ιχθύος 
τσιπούρας φαίνεται να αποτελεί ένα σύνθετο φαινόμενο. Οι σχέσεις αλληλεπίδρασης 
μεταξύ των μικροοργανισμών στα φιλέτα ιχθύος τσιπούρας έγιναν πιο κατανοητές με 
τη μελέτη αυτών στις μονοκαλλιέργειες και στις συγκαλλιέργειες στα υποστρώματα 
μοντέλα. Η συγκαλλιέργεια μεταξύ των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών αλλά και 
αυτών με το L. monocytogenes σε στερεά μοντέλα υποστρώματα ιχθύος έδειξε ότι ο 
ένας μικροοργανισμός επηρεάζει την αύξηση του άλλου.  
  Η συμπεριφορά των μικροοργανισμών στα μοντέλα υποστρώματα ήταν 
παρόμοια με τη συμπεριφορά των μικροοργανισμών στα φιλέτα σε αρκετές 
περιπτώσεις. Η αύξηση των Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων 
ευνοήθηκε εξαιτίας της παρουσίας του παθογόνου σε αερόβιες συνθήκες, ενώ 
παρεμποδίσθηκε από την παρουσία του παθογόνου σε συνθήκες ΜΑΡ, στην 
συγκαλλιέργεια όλων των αλλοιωγόνων με το παθογόνο (Ps-Sh-Lab-L) στα μοντέλα 
και στα φιλέτα. Η αύξηση των Shewanella spp. παρεμποδίσθηκε από την παρουσία του 
παθογόνου  στη συγκαλλιέργεια όλων των αλλοιωγόνων με το παθογόνο (Ps-Sh-Lab-L) 
στα μοντέλα και στα φιλέτα σε αερόβιες συνθήκες. Σε συνθήκες ΜΑΡ, η αύξηση των 
Shewanella spp. παρεμποδίσθηκε από την παρουσία του παθογόνου στα φιλέτα, ενώ 
ευνοήθηκε από την παρουσία του παθογόνου στα μοντέλα στην περίπτωση της 
συγκαλλιέργεια όλων των αλλοιωγόνων με το παθογόνο (Ps-Sh-Lab-L). Επομένως, το 
L. monocytogenes επηρεάζει την αύξηση των κυριότερων αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα φιλέτα ιχθύος τσιπούρας σε συσκευασία αέρα και ΜΑΡ με τη 
συγκεκριμένη σύνθεση αερίων. Οι  Mellefont et al. (2008) αναφέρουν ότι η αύξηση 
μικροοργανισμών όπως P. fluorescens και οξυγαλακτικών βακτηρίων όπως το L. 
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plantarum επηρεάζεται από την αύξηση του L. monocytogenes και το αντίστροφο κατά 
τη συγκαλλιέργεια του καθενός με το παθογόνο σε θρεπτικούς ζωμούς στους 25οC. 
Συγκεκριμένα, αναφέρουν ότι η τύχη των μικροοργανισμών εξαρτάται από τον αρχικό 
πληθυσμό με τον οποίο πραγματοποιείται ο ενοφθαλμισμός στη συγκαλλιέργεια και ο 
μικροοργανισμός που θα φθάσει πρώτος στη στατική φάση ‘καταπιέζει’ την αύξηση 
του άλλου (Jameson effect). Στην παρούσα διατριβή ‘Jameson effect’ φαίνεται να 
ισχύει στις συγκαλλιέργειες Ps-L, Sh-L σε αερόβιες συνθήκες, όπου τα Pseudomonas 
spp. και Shewanella spp. αντίστοιχα, φθάνουν πρώτα στη στατική φάση και φαίνεται να 
αναστέλουν έτσι την αύξηση του παθογόνου, καθώς και στη συγκαλλιέργεια Lab-L σε 
συνθήκες ΜΑΡ, όπου τα οξυγαλακτικά φθάνουν πρώτα στη στατική φάση και 
αναστέλουν ξεκάθαρα την αύξηση του παθογόνου. Δεν υπάρχουν μελέτες, στις οποίες 
να έχει διελευκανθεί η επίδραση του L. monocytogenes στην αύξηση των εν λόγω 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε παρόμοιες συνθήκες με της παρούσας μελέτης.  
Οι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί των φιλέτων ιχθύος τσιπούρας βρέθηκε να 
επηρεάζουν την αύξηση του L. monocytogenes. Στα μοντέλα, τα Pseudomonas spp. 
παρεμπόδισαν την αύξηση του L. monocytogenes στη συγκαλλιέργεια Ps-L και στις δύο 
ατμόσφαιρες. Οι Buchanan and Bagi (1999) σε πειράματα σε θρεπτικούς ζωμούς 
αναφέρουν περιορισμό του πληθυσμού του L. monocytogenes από τα Pseudomonas 
spp. σε χαμηλή θερμοκρασία και καλές συνθήκες αερισμού. Τα Pseudomonas spp., 
ιδιαίτερα αυτά που προέρχονται από το υδάτινο περιβάλλον, είναι ικανά να παράγουν 
σιδηροφόρες ουσίες (χειλικές ενώσεις) και να παρεμποδίσουν την αύξηση των 
υπόλοιπων μικροοργανισμών υπό συνθήκες μειωμένου σιδήρου κυρίως όταν ο 
πληθυσμός τους φθάσει στα επίπεδα των 8 log cfu/g (Gram & Melchiorsen 1996). Τα 
Pseudomonas spp. στη σάρκα των ιχθύων παράγουν σιδηροφόρες ουσίες έναντι των 
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άλλων μικροοργανισμών (Gram  1993, Gram & Melchiorsen 1996, Gram et al. 2002), 
υπό πολύ χαμηλές συγκεντρώσεις σιδήρου (1-2 pmol l-1, Gram 1994). Επιπλέον, τα 
Pseudomonas spp., ιδιαίτερα τα φθορίζοντα στελέχη, εκτός των σιδηροφόρων 
ενώσεων, παράγουν ταυτόχρονα διάφορες άλλες αντιμικροβιακές ουσίες (π.χ. 
αντιβιοτικά) έναντι των άλλων μικροοργανισμών (Ellis et al. 2000).  
Παρόλα αυτά, στα φιλέτα σε συνθήκες αέρα όπου τα Pseudomonas spp. 
αποτέλεσαν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό, η αύξηση του παθογόνου ευνοήθηκε. Η 
συμπεριφορά αυτή του παθογόνου φαίνεται να συνδέεται με την παρουσία των άλλων 
μικροοργανισμών που μελετήθηκαν (Shewanella spp. και οξυγαλακτικά βακτήρια, τα 
οποία ευνόησαν την αύξηση του παθογόνου στις συγκαλλιέργειες Sh-L και Lab-L) 
καθώς και άλλων αναγνωρισμένων ή όχι μικροοργανισμών που δεν μελετήθηκαν στα 
φιλέτα σε συσκευασία αέρα, οι οποίοι ευνοούν την αύξηση του παθογόνου. Η 
συμπεριφορά αυτή των εν λόγω μικροοργανισμών μένει να διελευκανθεί.   
Η αποθήκευση σε ΜΑΡ βρέθηκε να επηρεάζει την αύξηση των 
μικροοργανισμών καθώς και τις σχέσεις αλληλεπίδρασης μεταξύ τους, σε σχέση με την 
αποθήκευση σε αερόβιες συνθήκες. Η αποθήκευση σε ΜΑΡ βρέθηκε να επιδρά στην 
αύξηση των Pseudomonas spp., των Shewanella spp. και των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων, πράγμα το οποίο διαπιστώθηκε και από τα αποτελέσματα του 
προηγούμενου κεφαλαίου. Παρόλα αυτά, τα Pseudomonas spp. παρουσίασαν τον 
υψηλότερο τελικό πληθυσμό σχεδόν σε όλες τις περιπτώσεις. Επιπλέον, η αποθήκευση 
σε ΜΑΡ βρέθηκε να επιδρά και στην αύξηση του παθογόνου. Το παθογόνο παρουσίασε 
μικρότερο ειδικό ρυθμό αύξησης στα φιλέτα σε ΜΑΡ σε σχέση με την αποθήκευση σε 
συσκευασία αέρα. Παρόλα αυτά, βρέθηκε σε λίγο μεγαλύτερα επίπεδα από αυτά που 
παρατηρούνται σε αερόβιες συνθήκες, στη συσκευασία ΜΑΡ σε σχέση με τη 
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συσκευασία αέρα. Το γεγονός αυτό φαίνεται να έχει άμεση σχέση με την πτώση των 
πληθυσμών των Pseudomonas spp. και των Shewanella spp. εξαιτίας της επίδρασης του 
ΜΑΡ στην αύξησή τους. Επομένως, είναι ξεκάθαρο το γεγονός ότι η συγκεκριμένη 
σύνθεση αερίων μπορεί να επιτρέψει την αύξηση του L. monocytogenes σε επίπεδα λίγο 
μεγαλύτερα από αυτά που παρατηρούνται σε αερόβιες συνθήκες, παρόλο που το ΜΑΡ 
μείωσε τον ειδικό ρυθμό αύξησης του παθογόνου. Πράγματι, η μείωση οξυγόνου στη 
συσκευασία ΜΑΡ έχει ως αποτέλεσμα την παρεμπόδιση των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών που αναπτύσσονται σε αερόβιες συνθήκες και τη δημιουργία πιο 
ευνοϊκού περιβάλλοντος για την αύξηση άλλων μικροοργανισμών, όπως είναι οι 
παθογόνοι (Farber 2001). Από την άλλη, στην παρούσα διατριβή, τα οξυγαλακτικά 
βακτήρια βρέθηκε να παρεμποδίζουν την αύξηση του παθογόνου σε συνθήκες ΜΑΡ. 
Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που προέκυψαν στο Κεφάλαιο 3, η κυρίαρχη μικροβιακή 
σύνθεση των φιλέτων που αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ στους 5oC, αποτελούνταν από 
είδη/στελέχη των οξυγαλακτικών βακτηρίων (C. maltaromaticum, L. fuchuensis, C. 
divergens) σε ποσοστό 45,5% επί της συνολικής μικροβιακής σύνθεσης, με κυρίαρχο το 
C. maltaromaticum strain MMF-32. Στα αλιευτικά προϊόντα, η παρουσία των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων ως κυρίαρχος πληθυσμός παρεμποδίζει την αύξηση του L. 
monocytogenes (Dalgaard & Jorgensen 1998, Ghalfi et al. 2006, Nilsson et al. 1999, 
Brillet et al 2004, Giménez & Dalgaard 2004, Nilsson et al. 2004). Η παρουσία των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων στα αλιεύματα είναι δυνατόν παρεμποδίσει την αύξηση του 
L. monocytogenes είτε παράγοντας βακτηριοσίνες έναντι του παθογόνου ή 
εκδηλώνοντας ανταγωνιστικούς μηχανισμούς για την προσκόλλησή τους στο 
υπόστρωμα. Τέτοιου τύπου αλληλεπιδράσεις έχουν αναφερθεί κατά τη μελέτη αυτών 
των μικροοργανισμών τόσο σε στείρα υποστρώματα ιχθύος, όσο και σε καπνιστό 
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σολομό με τη φυσική του μικροβιακή σύνθεση (Dalgaard & Jorgensen 1998, Brillet et 
al. 2004, Ghalfi et al. 2006, Nilsson et al. 1999, Giménez  & Dalgaard 2004, Nilsson et 
al. 2004). Οι Brillet et al. (2004) μελετώντας τη δράση των μικροοργανισμών αυτών σε 
στείρα υποστρώματα καπνιστού σολομού αποθηκευμένα σε κενό και σε χαμηλές 
θερμοκρασίες, αναφέρουν ότι τα στελέχη C. divergens V41 και C. piscicola V1 (C. 
maltaromaticum) μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως προστατευτικές καλλιέργειες έναντι 
του παθογόνου L. monocytogenes. Κατά Andersen (1995), τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
χρησιμοποιούνται ως προστατευτικές καλλιέργειες σε επίπεδα μεταξύ 5-7 log cfu/g. Οι 
Giménez & Dalgaard (2004) αναφέρουν ότι τα οξυγαλακτικά, Enterobacteriaceae, 
Εντερόκοκκοι και P. phosphoreum, ως κυρίαρχοι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί, σε 
συγκυριαρχία με το L. monocytogenes σε στείρο καπνιστό σολομό, περιορίζουν 
σημαντικά την αύξηση του παθογόνου. Συγκεκριμένα, αναφέρουν ότι ο πληθυσμός του 
παθογόνου έφτασε το επίπεδο των 8 log cfu/g σε μονοκαλλιέργεια, ενώ κυμάνθηκε 
μεταξύ 2-4 log cfu/g όταν βρισκόταν σε συγκαλλιέργεια με τους αλλοιωγόνους 
μικροοργανισμούς. Η κυριαρχία των οξυγαλακτικών βακτηρίων αποτελεί τον 
σημαντικότερο παράγοντα που εμποδίζει την αύξηση του παθογόνου αυτού σε ιχθύες 
σολομού υπό τις παραπάνω συνθήκες. Επιπλέον, έχει αναφερθεί αποτελεσματική 
παρεμπόδιση παθογόνων μικροοργανισμών στην περίπτωση όπου η φυσική μικροβιακή 
σύνθεση σε μοσχαρίσιο κιμά αποτελούνταν κατά 80% από οξυγαλακτικά βακτήρια 
(Vold et al. 2000). Επομένως, μία νέα συσκευασία με χαμηλότερη συγκέντρωση σε 
οξυγόνο είναι δυνατόν να ευνοήσει περισσότερο την αύξηση των οξυγαλακτικών ή/και 
άλλων θετικών κατά Gram αλλοιωγόνων βακτηρίων (π.χ. B. thermosphacta), με 
αποτέλεσμα την παρεμπόδιση της αύξησης του παθογόνου και τη διατήρηση του 
πληθυσμού του σε χαμηλότερα επίπεδα. Οι Tsigarida et al. (2000), μελετώντας την 
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επίδραση της συσκευασίας σε κενό (vacuum packaging), σε ΜΑΡ (40%CO2/ 30%O2/ 
30%N2) και σε αέρα στην αύξηση/επιβίωση του L. monocytogenes σε ιστό βόειου 
κρέατος, παρατήρησαν ότι όταν τα Pseudomonas spp. αποτελούσαν τον κυρίαρχο 
πληθυσμό (στην αερόβια συσκευασία και σε ΜΑΡ/ VP σε υψηλής διαπερατότητας 
φιλμ) ευνοούνταν η αύξηση του παθογόνου. Σε άλλες όμως συνθήκες (ΜΑΡ/ VP με 
χαμηλής διαπερατότητας φιλμ) όπου ο κυρίαρχος πληθυσμός ήταν ο B. thermosphacta, 
δεν παρατηρήθηκε αύξηση του παθογόνου.  
Λαμβάνοντας υπόψη τα παραπάνω (αποτελέσματα παρούσας διατριβής και 
βιβλιογραφική ανασκόπηση), η αποθήκευση των φιλέτων σε ατμόσφαιρα η οποία θα 
ευνοούσε περισσότερο την αύξηση των οξυγαλακτικών βακτηρίων, θα μπορούσε να 
βελτιώσει την ασφάλεια του προϊόντος. Σε μια τέτοια περίπτωση θα πρέπει να 
ξαναεκτιμηθεί η συνολική επίδραση της νέας ατμόσφαιρας, ίσως με λιγότερο οξυγόνο, 
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Πίνακας 5.1. Συνδυασμοί συγκαλλιεργειών και κωδικοποίησή τους. 
  
Pseudomonas spp. - L. monocytogenes Ps-L 
Shewanella spp. - L. monocytogenes Sh-L 
οξυγαλακτικά βακτήρια-L. monocytogenes Lab-L 
Pseudomonas spp.- Shewanella spp.- οξυγαλακτικά 
βακτήρια  
Ps-Sh-Lab 
Pseudomonas spp.- Shewanella spp.- οξυγαλακτικά 
βακτήρια- L. monocytogenes 
Ps-Sh-Lab-L 
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Πίνακας 5.2. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του Listeria monocytogenes σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό 
αερόβιες συνθήκες στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που 
ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή των μετρήσεων με τη χρήση 
του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).    










































3,35±0,11 7,27±0,09 (7,48±0,05) 0 0,656±0,02 3,81±0,08 7,92±0,02 (>8,20) 0 0,544±0,04 
Pseudomonas spp. 4,40±0,07 9,17±0,05 (9,13±0,03) 0 0,827±0,02 3,62±0,17 9,05±0,03 (9,02±0,05) 0 1,010±0,03 
Enterobacteriaceae 3,06±0,05 7,14±0,05 (7,10±0,05) 1,67±0,10 1,142±0,07 3,56±0,19 6,81±0,08 (>6,81) 1,93±0,64 0,531±0,05 
Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 
1,87±0,12 5,78±0,13 (>5,63) 0 0,489±0,05 1,87±0,07 6,06±0,06 (>5,81) 0 0,500±0,07 
Brochothrix 
thermosphacta 
<2,00 5,94±0,03 (5,90±0,03) 0 0,693±0,08 <2,00 5,78±0,17 (5,77±0,18) 0 0,674±0,04 
L. monocytogenes <2,00 <2,00 - - 2,66±0,28 5,73±0,06 (>5,76) 0 0,393±0,02 
*μmax: μέγιστος ρυθμός αύξησης, lag phase: φάση προσαρμογής, Nmax: μέγιστος τελικός πληθυσμός 
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Πίνακας 5.3. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του Listeria monocytogenes σε φιλέτα τσιπούρας κατά τη συντήρηση υπό 
συνθήκες ΜΑΡ στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν 
από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του 
πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).    





































3,12±0,03 7,27±0,08 (7,32±0,19) 0,83±0,05 0,589±0,08 3,30±0,17 6,84±0,08 (>6,78) 3,03±0,03 0,484±0,04 
Pseudomonas sp 3,03±0,05 7,31±0,08 (7,36±0,07) 0 0,579±0,04 3,03±0,06 6,58±0,14 (6,57±0,08) 0 0,409±0,03 
Enterobacteriaceae 3,23±0,06 5,48±0,07 (>5,43) 0 0,225±0,03 2,84±0,07 4,97±0,03 (>5,06) 0 0,227±0,06 
Οξυγαλακτικά 
βακτήρια 
1,70±0,14 5,95±0,07 (6,11±0,03) 0 0,522±0,02 2,18±0,06 5,87±0,14 (5,99±0,09) 0 0,398±0,04 
Brochothrix 
thermosphacta 
3,48±0,27 6,42±0,10 (6,41±0,18) 2,67±0,03 0,521±0,09 3,39±0,27 6,21±0,10 (6,22±0,03) 2,49±0,03 0,478±0,09 
L. monocytogenes <2,00 <2,00  - - 2,83±0,08 5,92±0,03 (>5,70) 0 0,300±0,05 
 μmax: μέγιστος ρυθμός αύξησης, lag phase: φάση προσαρμογής, Nmax: μέγιστος τελικός πληθυσμός 
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Πίνακας 5.4. Κινητικές παράμετροι των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του Listeria monocytogenes σε μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος 
τσιπούρας, κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός 
της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν 
την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).      




























Pseudomonas spp. 3,96±0,09 9,33±0,08 (9,31±0,07) 0,39±0,05 1,173±0,02 8,77±0,10 (8,78±0,10) 0 0,677±0,01 
Shewanela spp. 3,34±0,07 8,56±0,18 (8,54±0,23) 1,35±0,06 1,250±0,04 8,19±0,09 (8,17±0,05) 1,95±0,15 0,745±0,06 
Οξυγαλακτικά 3,63±0,13 8,44±0,13 (8,21±0,11) 0 1,103±0,01 8,17±0,07 (7,98±0,06) 0 0,785±0,03 
L. monocytogenes 3,25±0,04 5,14±0,02 (5,19±0,13) 0 0,242±0,03 5,13±0,04 (5,06±0,04) 4,26±0,12 0,676±0,11 
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Πίνακας 5.5. Κινητικές παράμετροι των μικροοργανισμών σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη συντήρηση υπό αερόβιες 
συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 5°C. Οι τιμές (μέσος όρος ± τυπ. απόκλιση 3 επαναλήψεων) εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που 
ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση 
του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).     



























Ps (Ps-L) 3,30±0,27 9,31±0,02 (9,29±0,02) 1,29±0,07 1,188±0,06 7,67±0,05 (>7,80) 0 0,347±0,03 
L (Ps-L) 3,25±0,04 4,36±0,07 (>4,35) 0 0,110±0,04 5,29±0,02 (>5,40) 0 0,213±0,02 
Sh (Sh-L) 2,79±0,03 6,47±0,04 (6,33±0,03) 2,13±0,11 0,854±0,05 3,84±0,11 (3,80±0,04) 2,95±0,08 0,198±0,04 
L (Sh-L) 3,00±0,02 3,92±0,06 (3,76±0,04) 6,19±0,13 1,819±0,07 5,19±0,09 (>5,30) 4,67±0,05 0,310±0,04 
Lab (Lab-L) 3,14±0,09 9,03±0,09 (8,82±0,04) 0 1,079±0,04 8,82±0,06 (8,81±0,04) 1,46±0,06 0,842±0,03 
L (Lab-L) 3,35±0,07 6,44±0,11 (>6,44) 0 0,290±0,04 4,50±0,08 (4,42±0,06) 0 0,135±0,05 
Ps (Ps-Sh-Lab) 2,27±0,05 9,26±0,03 (9,09±0,02) 0,65±0,05 1,137±0,03 8,05±0,08 (8,09±0,06) 0 0,541±0,04 
Sh (Ps-Sh-Lab) 3,34±0,07 8,16±0,05 (8,00±0,03) 2,17±0,10 1,134±0,07 8,74±0,11 (>9,17) 0 0,529±0,04 
Lab (Ps-Sh-Lab) 3,05±0,08 8,47±0,14 (8,09±0,07) 0 0,919±0,05 7,77±0,11 (7,53±0,08) 1,40±0,10 0,991±0,03 
Ps (Ps-Sh-Lab-L) 3,47±0,11 9,77±0,08 (9,41±0,05) 0 1,603±0,09 8,90±0,09 (>9,22) 0 0,524±0,03 
Sh (Ps-Sh-Lab-L) 3,11±0,11 8,98±0,10 (8,88±0,06) 0,66±0,06 1,023±0,06 8,52±0,11 (8,54±0,07) 2,29±0,13 0,801±0,05 
Lab (Ps-Sh-Lab-L) 3,14±0,15 8,80±0,02 (8,75±0,03) 0,29±0,04 1,177±0,08 8,70±0,14 (8,77±0,09) 2,05±0,11 0,785±0,06 
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                                                                                                                           (β)                       
Σχήμα 5.1.  Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας (με τη φυσική τους μικροβιακή σύνθεση) (α) 
και σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας μετά τον ενοφθαλμισμό τους με L. monocytogenes (β) και μεταβολή του ρΗ του μοντέλου υποστρώματος κατά τη 
διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC. Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta 
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                                                                                                                         (β) 
Σχήμα 5.2. Πληθυσμιακές μεταβολές των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας (με τη φυσική τους μικροβιακή σύνθεση) (α) 
και σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας μετά τον ενοφθαλμισμό τους με L. monocytogenes (β), και μεταβολή του ρΗ του μοντέλου υποστρώματος κατά τη 
διάρκεια της συντήρησής τους σε συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC, Pseudomonas spp. (●), βακτήρια που παράγουν H2S (▲), Brochothrix thermosphacta (□), 
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                                                          (α)                                                                                                                        (β) 
Σχήμα 5.3. Πληθυσμιακές μεταβολές (α) των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ιχθύος τσιπούρας και του Listeria monocytogenes και μεταβολές του pH 
του υποστρώματος (β), μετά τον ενοφθαλμισμό τους ως μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε 
αερόβιες συνθήκες στους 5οC. Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■) και Listeria monocytogenes (∆).  Τα σημεία 
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                                                       (α)                                                                                                                        (β) 
Σχήμα 5.4. Πληθυσμιακές μεταβολές  (α) των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ιχθύος τσιπούρας και του Listeria monocytogenes και μεταβολές του pH 
του υποστρώματος (β), μετά τον ενοφθαλμισμό τους ως μονοκαλλιέργειες σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε 
ΜΑΡ στους 5οC. Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικά βακτήρια (■) και Listeria monocytogenes (∆).  Τα σημεία είναι μέσοι όροι 
3 επαναλήψεων. 
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                                                                                                                            (β)                                                                                                                        
Σχήμα 5.5.  Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●) και L. monocytogenes (∆) μετά τον ενοφθαλμισμό τους σε συγκαλλιέργεια σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι 
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                                                                                                                           (β)                                                                                                                        
Σχήμα 5.6.  Πληθυσμιακές μεταβολές των Shewanella  spp. (▲) και L. monocytogenes (∆) μετά τον ενοφθαλμισμό τους σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα 
ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες τροποποιημένης ατμόσφαιρας (β) στους 5οC. Τα 
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                                                                                                                               (β)                                                                                                                        
Σχήμα 5.7. Πληθυσμιακές μεταβολές των οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) και L. monocytogenes (∆) μετά τον ενοφθαλμισμό τους σε συγκαλλιέργεια σε 
μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 5οC. Τα σημεία είναι 
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                                                                                                                           (β)                                                                                                                        
Σχήμα 5.8. Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲) και οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) μετά τον ενοφθαλμισμό τους 
σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε συνθήκες ΜΑΡ (β) στους 
5
ο
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                                                                                                                           (β)                                                                                                                        
Σχήμα 5.9. Πληθυσμιακές μεταβολές των Pseudomonas spp. (●), Shewanella spp. (▲), οξυγαλακτικών βακτηρίων (■) και L. monocytogenes (∆) μετά 
τον ενοφθαλμισμό τους σε συγκαλλιέργεια σε μοντέλα ιχθύος τσιπούρας, κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους σε αερόβιες συνθήκες (α) και σε 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6. Επίδραση κιτρικού στις οργανοληπτικές και 
μικροβιολογικές μεταβολές και στην τύχη του Listeria monocytogenes 
σε φιλέτα τσιπούρας  
 
6.1. Εισαγωγή 
Η αύξηση διοξειδίου του άνθρακα και η μείωση οξυγόνου στη συσκευασία 
ΜΑΡ έχει ως αποτέλεσμα την παρεμπόδιση των μικροοργανισμών που αναπτύσσονται 
σε αερόβιες συνθήκες και τη δημιουργία πιθανώς πιο ευνοϊκού περιβάλλοντος για την 
αύξηση άλλων μικροοργανισμών, όπως είναι οι παθογόνοι, σύμφωνα με τη 
βιβλιογραφία (Farber 2001) καθώς και με τα αποτελέσματα του προηγούμενου 
Κεφαλαίου (Κεφ. 5). Έτσι, η συσκευασία σε ΜΑΡ είναι δυνατόν να επιτρέψει την 
αύξηση παθογόνων σε επίπεδα μεγαλύτερα από εκείνα που παρατηρούνται σε αερόβιες 
συνθήκες συντήρησης (Davies 1997). Οι Skandamis and Nychas (2002) αναφέρουν ότι 
οι συσκευασίες κενού ή ΜΑΡ αυξάνουν την ανησυχία για αύξηση και επιβίωση 
μικροαερόφιλων ή/και ψυχρότροφων παθογόνων βακτηρίων. Πρόσθετα εμπόδια, όπως 
τα φυσικά συντηρητικά ή άλλες νεοεμφανιζόμενες τεχνολογίες (Skandamis & Nychas 
2002, Chouliara et al. 2004) είναι τα πολλά υποσχόμενα όπλα για την αντιμετώπιση 
τέτοιων προβλημάτων.  
Η χρήση των αλάτων οργανικών οξέων, όπως είναι το κιτρικό νάτριο, 
παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον λόγω της αντιμικροβιακής (Zhuang et al. 1996, Sallam 
2007) και αντιοξειδωτικής του δράσης (Lee et al. 2005). Συγκεκριμένα, τα άλατα αυτά 
δρουν έναντι της αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών με αποτέλεσμα την 
επέκταση του εμπορικού χρόνου ζωής στα τρόφιμα όπως στο κρέας (Maca et al. 1997, 
Sallam & Samejima 2004), στα πουλερικά (Williams & Phillips 1998) και στους ιχθύες 
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(Boskou & Debevere 2000; Zhuang et al. 1996). Επιπλέον, οι ουσίες αυτές δρουν 
έναντι της αύξησης αρκετών παθογόνων μικροοργανισμών όπως είναι τα S. aureus, 
Yersinia enterocolitica (Lee et al. 2002), L. monocytogenes (Qvist et al. 1994), 
Escherichia coli (Lee et al. 2002, McWilliam Leitch & Stewart 2002) και Clostridium 
botulinum (Anders et al. 1989). 
Σκοπός του κεφαλαίου αυτού είναι να μελετήσει την τύχη/συμπεριφορά των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και του παθογόνου L. monocytogenes μετά από την 
εμβάπτιση των φιλέτων ιχθύος τσιπούρας σε διάλυμα με κιτρικό 2% και αποθήκευση 
υπό αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC.  
 
6.2. Υλικά και Μέθοδοι 
6.2.1 Προέλευση και προετοιμασία δειγμάτων 
Φιλέτα τσιπούρας βάρους περίπου 100-120 γρ, συσκευάσθηκαν σε δισκάκια 
από διογκωμένη πολυστερίνη απορροφητικά (SIRAP GEMA) σε συνθήκες αέρα από 
ελληνική βιομηχανία στην Αττική (ΔΙΑΣ). Τα φιλέτα μεταφέρθηκαν εντός 30 min στο 
εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, του Τμήματος Επιστήμης 
και Τεχνολογίας Τροφίμων του Γεωπονικού Πανεπιστήμιου Αθηνών για περαιτέρω 
μεταχειρίσεις.  
Μετά την άφιξη των δειγμάτων στο εργαστήριο, πραγματοποιήθηκαν αμέσως, 
υπό ασηπτικές συνθήκες, τα παρακάτω:  
Α) εμβάπτιση φιλέτων σε αποστειρωμένο απιονισμένο νερό στο οποίο είχε γίνει 
ρύθμιση του ρH με ΗCl στην τιμή 6,0   
Β) εμβάπτιση φιλέτων σε αποστειρωμένο διάλυμα με κιτρικό (tris-sodium citrate) 2% 
(w/v) στο οποίο είχε γίνει ρύθμιση του ρH με ΗCl στην τιμή 6,0.   
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Η εμβάπτιση των φιλέτων πραγματοποιήθηκε μέσα σε λεκάνες οι οποίες είχαν 
αποστειρωθεί επί τόπου με αιθανόλη 70%. Μετά την απομάκρυνση της αιθανόλης, 
ακολούθησε η τοποθέτηση των φιλέτων στις λεκάνες που περιείχαν το αποστειρωμένο 
διάλυμα tris-sodium citrate 2% (w/v) σε ρΗ=6, και η τοποθέτηση των φιλέτων στις 
λεκάνες που περιείχαν το αποστειρωμένο απιονισμένο νερό. Σε κάθε λεκάνη που 
περιείχε 4 λίτρα διαλύματος ή νερού τοποθετούνταν 20 φιλέτα ιχθύος και παρέμεναν 
εκεί για 20 min. Κατόπιν, τα φιλέτα απομακρύνθηκαν και αφέθηκαν να στεγνώσουν σε 
ασηπτικές συνθήκες εντός θαλάμου νηματικής ροής. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε 
ο ενοφθαλμισμός των μισών φιλέτων ανά περίπτωση, με το L. monocytogenes. Τα 
υπόλοιπα φιλέτα χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες, ανά περίπτωση. Η συγκέντρωση και 
το ρH του διαλύματος κιτρικού και ο χρόνος εμβάπτισης επιλέχθηκε μετά από 
προκαταρκτικά πειράματα έτσι ώστε να μην επηρεάζει δυσμενώς τα οργανοληπτικά 
χαρακτηριστικά των φιλέτων, π.χ. έντονα ξινή γεύση κτλ. 
 
6.2.2 Προετοιμασία εμβολίου, ενοφθαλμισμός και αποθήκευση  
Καλλιέργειες L. monocytogenes σε μίγμα που αποτελούνταν από Scott A, Pirie 
21075, Pirie 21085, Pirie 214112, Pirie 23UD, Pirie NCTC 10527 με αρχικό εμβόλιο 
περίπου 103 cfu/g χρησιμοποιήθηκαν για να εμβολιάσουν τα φιλέτα μετά την 
εμβάπτισή τους σε tris-sodium citrate 2% (w/v) και φιλέτα μετά την εμβάπτισή τους σε 
αποστειρωμένο απιονισμένο νερό. Κάθε μεταχείριση πραγματοποιήθηκε σε τρεις 
επαναλήψεις. Ακολούθησε συσκευασία των φιλέτων σε αερόβιες συνθήκες αέρα και σε 
συνθήκες ΜΑΡ (CO2: 60%, O2: 10%, N2: 30% ) σε συσκευή τύπου Henkovac 1900. 
Στη συνέχεια, τα φιλέτα μεταφέρθηκαν μέσα σε πολυεστερικούς περιέκτες με 
παγοκύστες, εντός 4 ωρών στο εργαστήριο του οικείου τμήματος όπου αποθηκεύθηκαν 
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σε επωαστήρα στους 5οC για 10 και 12 ημέρες για τα φιλέτα υπό αερόβιες συνθήκες 
αέρα και υπό συνθήκες ΜΑΡ αντίστοιχα.  
Η μικροβιολογική ανάλυση πραγματοποιήθηκε όπως περιγράφεται στο 
Κεφάλαιο 2. Σε όλες τις περιπτώσεις πραγματοποιήθηκε προσαρμογή των δεδομένων 
αύξησης χρησιμοποιώντας τη σιγμοειδή εξίσωση του Baranyi (Baranyi & Roberts 
1994) (βλέπε Κεφ. 2).  
 
6.2.3. Προσδιορισμός χρόνου απόρριψης 
Για τα νωπά φιλέτα, ο χρόνος απόρριψης προσδιορίσθηκε με οργανοληπτική 
αξιολόγηση όπως περιγράφηκε στο Κεφάλαιο 2.  
Για τα ψημένα φιλέτα, έγινε αξιολόγηση της γεύσης, οσμής, συνεκτικότητας και 
εμφάνισης σύμφωνα με τους Paulus et al. (1979). Πριν την αξιολόγηση των προϊόντων, 
30g από κάθε φιλέτο (δηλαδή 30 Χ 3 = 90g ανά προϊόν) με τη φυσική μικροβιακή του 
σύνθεση μεταφέρονταν σε αλουμινόχαρτο. Τα τμήματα αυτά των φιλέτων 
μεταφέρονταν σε προθερμασμένο οικιακό φούρνο όπου ψήνονταν στους 180o C για 20 
λεπτά περίπου (Tsironi et al. 2009). Στη συνέχεια, αφήνονταν να κρυώσουν και 
προσφέρονταν στα 5 άτομα τα οποία αποτελούσαν τους κριτές. Οι κριτές αξιολογούσαν 
το κάθε χαρακτηριστικό με 1-9 κριτήρια αρεσκείας, από τα οποία βαθμολογούσαν με 9: 
εξαιρετικά αρεστό, 8-6: βαθμιαία λιγότερο αρεστό, 5: με αμφιβολία αρεστό - μη 
αρεστό, 4: μη αρεστό, 3-2: βαθμιαία περισσότερο μη αρεστό, 1: εξαιρετικά μη αρεστό 
(Paulus et al. 1979, Tokur et al. 2006, Tsironi et al. 2009, Kucukgulmez et al. 2013). 
Κάθε προϊόν απορρίπτονταν όταν οι 3 από τους 5 κριτές το αξιολογούσαν ως ‘μη 
αρεστό’ με βαθμολογία <5 (Tsironi et al. 2009).   
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6.3 Αποτελέσματα  
6.3.1 Προσδιορισμός χρόνου οργανοληπτικής απόρριψης 
Όλα τα προϊόντα την πρώτη ημέρα (d0) αξιολογήθηκαν οργανοληπτικά ως 
άριστα. Ο χρόνος απόρριψης των νωπών προϊόντων, βάσει της οργανοληπτικής 
αξιολόγησης, ήταν 5 και 6 ημέρες για τα φιλέτα που συντηρήθηκαν υπό αερόβιες 
συνθήκες και 8 και 9 ημέρες για τα φιλέτα σε ΜΑΡ, μετά από την εμβάπτισή τους σε 
νερό και σε διάλυμα με κιτρικό 2%, αντίστοιχα. Το επίπεδο του μικροβιακού 
πληθυσμού τη στιγμή της απόρριψης κυμαίνονταν μεταξύ 7-8 log cfu/g σε όλα τα 
προϊόντα (Πίν. 6.1).  
Οι μεταβολές στα χαρακτηριστικά των φιλέτων που ψήθηκαν παρουσιάζονται 
στο Σχήμα 6.1. Οι μεταβολές κυρίως στην οσμή και στην εμφάνιση των φιλέτων με το 
κιτρικό (αλλά και χωρίς αυτό) στη συσκευασία αέρα και οι μεταβολές κυρίως στη 
γεύση των φιλέτων με το κιτρικό (αλλά και χωρίς αυτό) στη συσκευασία ΜΑΡ, φάνηκε 
να αποτελούν τους ουσιαστικότερους λόγους απόρριψης των προϊόντων. Ο  χρόνος 
απόρριψης των ψημένων φιλέτων εκτιμήθηκε σε 6 και 7 ημέρες για τα φιλέτα που 
εμβαπτίσθηκαν σε νερό και σε διάλυμα με κιτρικό 2% (w/v), σε συσκευασία αέρα και 
σε 9 και 10 ημέρες, αντίστοιχα, για τα φιλέτα σε ΜΑΡ. Επομένως, η προσθήκη του 
κιτρικού φάνηκε να επιμηκύνει το χρόνο απόρριψης του ψημένου προϊόντος κατά 1 
ημέρα.   
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6.3.2 Μικροβιολογικές μεταβολές   
Οι καμπύλες αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος 
τσιπούρας και σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας ενοφθαλμισμένα με L. monocytogenes, με 
και χωρίς την προσθήκη κιτρικών αλάτων κατά τη διάρκεια της συντήρησής τους στους 
5
ο
C για 10 και 12 ημέρες σε αερόβιες συνθήκες και συνθήκες ΜΑΡ, αντίστοιχα, 
παρουσιάζονται στα Σχήματα 6.2 και 6.3. Οι κινητικές παράμετροι των 
μικροοργανισμών παρουσιάζονται στους Πίνακες 6.2-6.5.  
Στη συσκευασία αέρα, στο χρόνο απόρριψης (ημέρα 5η) στα φιλέτα χωρίς το 
κιτρικό, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό 
με πληθυσμό 7,61 log cfu/g. Τα Pseudomonas spp. ακολουθούνταν από τα βακτήρια 
που παράγουν H2S, Enterobacteriaceae, οξυγαλακτικά και B. thermosphacta με 
πληθυσμούς 6,88, 6,25, 4,24 και 3,82 log cfu/g αντίστοιχα (Σχ. 6.2α). Στα φιλέτα με το 
κιτρικό, την 5η ημέρα της συντήρησης, οι πληθυσμοί των Pseudomonas spp., των 
βακτηρίων που παράγουν H2S, Enterobacteriaceae, οξυγαλακτικών και B. 
thermosphacta βρέθηκαν να είναι στα επίπεδα των 6,65, 5,89, 5,27, 3,86 και 3,75 log 
cfu/g αντίστοιχα (Σχ. 6.2β). Την 6η ημέρα της συντήρησης, η οποία αποτέλεσε το χρόνο 
απόρριψης των φιλέτων με το κιτρικό, οι πληθυσμοί των βακτηρίων βρέθηκαν να είναι 
στα επίπεδα των 7,18, 6,68, 6,60, 4,42 και 4,32 log cfu/g αντίστοιχα, με τα 
Pseudomonas spp. να αποτελούν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό. Στο πέρας 
της συντήρησης, τα Pseudomonas spp. βρέθηκε να επικρατούν και ακολουθούνταν από 
τα Enterobacteriaceae, τα βακτήρια που παράγουν H2S, B. thermosphacta και 
οξυγαλακτικά βακτήρια σε όλες τις περιπτώσεις με πληθυσμούς 7-9 log cfu/g (Σχ. 6.2). 
Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ήταν μικρότερος στα 
φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό. Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των 
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θετικών κατά Gram αλλοιωγόνων μικροοργανισμών φάνηκε να έχει μεγαλύτερη πτώση 
σε σχέση με τον ειδικό ρυθμό αύξησης των αρνητικών κατά Gram αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα φιλέτα με το κιτρικό. Φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε στα 
Enterobacteriaceae, B. thermosphacta και οξυγαλακτικά βακτήρια στα φιλέτα χωρίς το 
κιτρικό, ενώ στα Enterobacteriaceae, στα βακτήρια που παράγουν H2S και 
οξυγαλακτικά βακτήρια στα φιλέτα με το κιτρικό. Μεγαλύτερη φάση προσαρμογής 
παρατηρήθηκε στα φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό κατά την 
αύξηση των Enterobacteriaceae και των βακτηρίων που παράγουν H2S (Πίν. 6.2). 
Στη συσκευασία ΜΑΡ, στο χρόνο απόρριψης (ημέρα 8η) στα φιλέτα χωρίς το 
κιτρικό, τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτέλεσαν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο 
μικροοργανισμό με πληθυσμό 7,05 log cfu/g. Τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
ακολουθούνταν από τα Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, βακτήρια που παράγουν 
H2S και B. thermosphacta με πληθυσμούς 6,95, 6,91, 6,74 και 6,70 log cfu/g αντίστοιχα 
(Σχ. 6.3α). Στα φιλέτα με το κιτρικό, την 8η ημέρα της συντήρησης, οι πληθυσμοί των 
Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, των βακτηρίων που παράγουν H2S, , B. 
thermosphacta και οξυγαλακτικών βακτηρίων βρέθηκαν να είναι στα επίπεδα των 6,13, 
6,00, 5,67, 5,52 και 5,35 log cfu/g αντίστοιχα (Σχ. 6.3β). Την 9η ημέρα της συντήρησης, 
η οποία αποτέλεσε το χρόνο απόρριψης των φιλέτων με το κιτρικό, τα Pseudomonas 
spp. αποτέλεσαν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό με πληθυσμό 6,84 log 
cfu/g. Τα Pseudomonas spp. ακολουθούνταν από τα Enterobacteriaceae, βακτήρια που 
παράγουν H2S, B. thermosphacta και οξυγαλακτικά με πληθυσμούς 6,67, 5,94, 5,88 και 
5,71 log cfu/g αντίστοιχα. Στο πέρας της συντήρησης, τα βακτήρια που παράγουν H2S 
και τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τους κυρίαρχους πληθυσμούς στα φιλέτα χωρίς 
και με την προσθήκη του κιτρικού με πληθυσμούς 8,13 και 7,27 log cfu/g αντίστοιχα. Ο 
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ειδικός ρυθμός αύξησης των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών ήταν μικρότερος στα 
φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Ο ειδικός ρυθμός 
αύξησης των θετικών κατά Gram αλλοιωγόνων μικροοργανισμών φάνηκε να έχει 
μεγαλύτερη πτώση σε σχέση με τον ειδικό ρυθμό αύξησης των αρνητικών κατά Gram 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών στα φιλέτα με το κιτρικό. Στα φιλέτα με το κιτρικό σε 
σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό παρατηρήθηκε μεγαλύτερη φάση προσαρμογής κατά 
την αύξηση των βακτηρίων που παράγουν H2S, των Enterobacteriaceae και των 
οξυγαλακτικών βακτηρίων (Πίν. 6.4).    
Συμπερασματικά, διαπιστώνεται ότι οι πληθυσμοί των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα φιλέτα με το κιτρικό ήταν χαμηλότεροι σε σχέση με τα φιλέτα 
χωρίς το κιτρικό. Στη συσκευασία αέρα, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον 
κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό και ακολουθούνταν από τα βακτήρια που 
παράγουν H2S, Enterobacteriaceae σε όλες τις περιπτώσεις. Οι πληθυσμοί των 
Pseudomonas spp., των βακτηρίων που παράγουν H2S και των Enterobacteriaceae ήταν 
περίπου 1 log χαμηλότεροι στα φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό. 
Οι πληθυσμοί των οξυγαλακτικών βακτηρίων και του B. thermosphacta βρέθηκαν σε 
χαμηλότερα επίπεδα σε σχέση με τους παραπάνω αλλοιωγόνους και παρουσίασαν 
μικρή πτώση έως 0,50 log στα φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό. 
Στη συσκευασία ΜΑΡ, τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτέλεσαν τον κυρίαρχο 
αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Στα φιλέτα με το κιτρικό, τα 
Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό με 
πληθυσμούς περίπου 1,0 log χαμηλότερους σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό, 
ενώ τα οξυγαλακτικά βακτήρια βρέθηκαν σε πληθυσμούς 1,70 log χαμηλότερους σε 
σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Επομένως διαπιστώνεται ότι η χρήση κιτρικού 
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επιδρά περισσότερο στους πληθυσμούς των θετικών κατά Gram βακτηρίων και 
λιγότερο στους πληθυσμούς των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων στα φιλέτα σε 
συσκευασία ΜΑΡ.  
Ως γενικότερο συμπέρασμα προκύπτει ότι στα φιλέτα με το κιτρικό οι 
πληθυσμοί των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών έφθασαν σε επίπεδα που 
χαρακτηρίζουν την αλλοίωση 1 ημέρα αργότερα σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς την 
προσθήκη του κιτρικού.  
Στα φιλέτα με το παθογόνο σε αερόβιες συνθήκες, την 5η ημέρα της 
συντήρησης (λήξη διάρκειας ζωής φιλέτων χωρίς το παθογόνο) τα Pseudomonas spp. 
αποτέλεσαν τον κυρίαρχο πληθυσμό (6,55 log cfu/g) (Σχ. 6.2γ). Δεν βρέθηκαν 
ουσιαστικές μεταβολές στους μικροβιακούς πληθυσμούς κατά τη διάρκεια της 
συντήρησης στα φιλέτα με το κιτρικό (Σχ. 6.2δ) σε σχέση με αυτά χωρίς κιτρικό (Σχ. 
6.2γ). Στα φιλέτα παρουσία παθογόνου στη συσκευασία αέρα, ο ειδικός ρυθμός 
αύξησης των μικροοργανισμών παρουσίασε διαφορές μεταξύ των δύο μεταχειρίσεων 
(Πίν. 6.3). Στα φιλέτα με την προσθήκη κιτρικού, ο ειδικός ρυθμός αύξησης των 
βακτηρίων που παράγουν H2S και των οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν μικρότερος σε 
σχέση με τα φιλέτα χωρίς κιτρικά που συντηρήθηκαν στις ίδιες συνθήκες (Πίν. 6.3). 
Αντίθετα, ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae και του 
B. thermosphacta ήταν μεγαλύτερος. Φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε στα 
οξυγαλακτικά βακτήρια και στο B. thermosphacta σε όλες τις μεταχειρίσεις. Επιπλέον, 
φάση προσαρμογής παρατηρήθηκε στα Pseudomonas spp. στη μεταχείριση των 
φιλέτων με το κιτρικό (Πίν. 6.3).  
Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του παθογόνου βρέθηκε να είναι μικρότερος (0,392 
ημέρες-1) στα φιλέτα με το κιτρικό, σε σχέση με την ανάπτυξή του (0,524 ημέρες-1) στα 
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φιλέτα χωρίς την προσθήκη κιτρικού (Πίν. 6.3). Παρόλα αυτά, ο πληθυσμός του 
παθογόνου την 5η ημέρα της συντήρησης βρέθηκε στα επίπεδα των 3,43 και 3,35 log 
και ο τελικός πληθυσμός του παθογόνου βρέθηκε στα επίπεδα των 6,13 και 5,96 log 
στα φιλέτα χωρίς αλλά και με την προσθήκη του κιτρικού, αντίστοιχα.   
Στα φιλέτα με το παθογόνο, χωρίς την προσθήκη κιτρικού, σε συνθήκες ΜΑΡ, 
την 8η ημέρα της συντήρησης (λήξη διάρκειας ζωής φιλέτων χωρίς το παθογόνο), τα 
βακτήρια που παράγουν H2S αποτέλεσαν τον κυρίαρχο πληθυσμό (6,42 log cfu/g) και 
ακολουθούνταν από τα  B. thermosphacta, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. και 
οξυγαλακτικά βακτήρια (Σχ. 6.3γ). Στην περίπτωση των φιλέτων με το κιτρικό, τα B. 
thermosphacta αποτέλεσαν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό (6,49 log cfu/g) με διαφορά 
περίπου 2 logs σε σχέση με τους υπόλοιπους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς (Σχ. 
6.3δ). Οι πληθυσμοί των Pseudomonas spp., οξυγαλακτικών και των 
Enterobacteriaceae βρέθηκαν να είναι περίπου 1 log χαμηλότεροι, ενώ των βακτηρίων 
που παράγουν H2S βρέθηκαν να είναι 2,30 log χαμηλότεροι στα φιλέτα με το κιτρικό σε 
σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Αντίθετα, οι πληθυσμοί του B. thermosphacta 
ήταν 0,70 log υψηλότεροι, στα φιλέτα αντίστοιχα. Στο τέλος της συντήρησης, τα 
βακτήρια που παράγουν H2S και τα B. thermosphacta αποτέλεσαν τους κυρίαρχους 
πληθυσμούς (7,41 και 7,77 log cfu/g, αντίστοιχα), στα φιλέτα χωρίς και με το κιτρικό, 
αντίστοιχα. Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των μικροοργανισμών παρουσίασε διαφορές 
μεταξύ των φιλέτων με το κιτρικό σε σχέση με αυτά χωρίς το κιτρικό. Κατά τη 
συντήρηση των φιλέτων με το κιτρικό,  ο ειδικός ρυθμός αύξησης των βακτηρίων που 
παράγουν H2S και των Pseudomonas spp. ήταν μεγαλύτερος σε σχέση με τα φιλέτα 
χωρίς το κιτρικό που συντηρήθηκαν στις ίδιες συνθήκες (Πίν. 6.5). Αντίθετα, ο ειδικός 
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ρυθμός αύξησης των Enterobacteriaceae, του B. thermosphacta και των οξυγαλακτικών 
βακτηρίων ήταν μικρότερος.  
Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του παθογόνου βρέθηκε να είναι μικρότερος (0,158 
ημέρες-1) στα φιλέταμε το κιτρικό, σε σχέση με την ανάπτυξή του (0,287 ημέρες-1) στα 
φιλέτα χωρίς το κιτρικό (Πίν. 6.5). Ο τελικός πληθυσμός του παθογόνου βρέθηκε να 
είναι χαμηλότερος 1 log στη μεταχείριση με το κιτρικό σε σχέση με τη μεταχείριση των 
φιλέτων στο νερό. Επομένως, η προσθήκη του κιτρικούφάνηκε να επιδρά στην αύξηση 
του παθογόνου στα φιλέτα στη συσκευασία ΜΑΡ. 
Συμπερασματικά, διαπιστώνεται ότι η χρήση αλάτων κιτρικού οξέος στη 
συσκευασία αέρα επιδρά ελάχιστα στους πληθυσμούς του παθογόνου (πτώση 0,10 log), 
ενώ στο ΜΑΡ περιορίζει τους πληθυσμούς του L. monocytogenes έως και 1 log.
 
6.4. Συζήτηση 
Τα Pseudomonas spp. και S. putrefaciens αποτελούν τους κυρίαρχους 
αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς κατά τη συντήρηση των ιχθύων τσιπούρας σε 
αερόβιες συνθήκες σε χαμηλές θερμοκρασίες (Alvarez et al. 2008, Koutsoumanis et al. 
1999, Koutsoumanis & Nychas 2000, Tryfinopoulou et al. 2002, Tryfinopoulou et al. 
2007). Στην παρούσα μελέτη, στους 5οC, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τους 
κυρίαρχους πληθυσμούς, ενώ τα βακτήρια που παράγουν H2S (κυρίως Shewanella spp.) 
και τα Enterobacteriaceae αποτέλεσαν τους δεύτερους και τρίτους πιο επικρατέστερους 
αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς, αντίστοιχα, ανεξαρτήτως της τεχνητής επιμόλυνσης 
με το παθογόνο L. monocytogenes και με την προσθήκη ή όχι του κιτρικού. Αντίθετα, 
κατά τη συντήρηση των ιχθύων της Μεσογείου σε ΜΑΡ, πραγματοποιείται επιλογή 
διαφορετικών μικροοργανισμών ως κυρίαρχοι κάθε φορά. Σε ιχθύες που προέρχονται 
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από ελληνικά ύδατα, τα B. thermosphacta και τα οξυγαλακτικά βακτήρια έχουν 
αναφερθεί ως ειδικοί αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί κατά τη διάρκεια της συντήρησης 
σε ΜΑΡ (Drosinos & Nychas 1996, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 
1999, Taoukis et al. 1999a,b Koutsoumanis et al. 2000). Επιπλέον, οι Pournis et al. 
(2006), οι οποίοι χρησιμοποίησαν την ίδια σύσταση αερίων με της παρούσας διατριβής, 
αναφέρουν ότι τα Pseudomonas spp. και τα βακτήρια που παράγουν H2S (κυρίως S. 
putrefaciens) αποτελούν τους κυρίαρχους μικροοργανισμούς σε κοτσομούρα (Mullus 
surmuletus) που αποθηκεύθηκε στους 4oC. Στην παρούσα διατριβή, στο χρόνο 
απόρριψης, τα οξυγαλακτικά βακτήρια και τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τους 
κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στα φιλέτα χωρίς και με το κιτρικό, 
αντίστοιχα. Παρουσία παθογόνου, τα βακτήρια που παράγουν H2S και τα B. 
thermosphacta αποτέλεσαν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στα 
φιλέτα χωρίς και με το κιτρικό, αντίστοιχα.    
Τα άλατα των οργανικών οξέων δρουν έναντι της αύξησης των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών με αποτέλεσμα την επέκταση του εμπορικού χρόνου ζωής στους 
ιχθύες (Boskou & Debevere 2000, Zhuang et al. 1996, Sallam 2007). Πράγματι, στην 
παρούσα μελέτη ο χρόνος απόρριψης των φιλέτων με το κιτρικό επιμηκύνθηκε κατά 1 
ημέρα σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό στις συσκευασίες αέρα και ΜΑΡ.  
Στη συσκευασία αέρα, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον κυρίαρχο 
πληθυσμό (7,61 log cfu/g) στα φιλέτα χωρίς το κιτρικό την ημέρα της οργανοληπτικής 
απόρριψης (d5). Τα Pseudomonas spp. μαζί με τα βακτήρια που παράγουν H2S και με 
τα Enterobacteriaceae βρέθηκαν σε πληθυσμούς 1 log χαμηλότερους την 5η ημέρα στα 
φιλέτα με το κιτρικό. Την 6η ημέρα της συντήρησης, η οποία αποτέλεσε το χρόνο 
απόρριψης των φιλέτων με το κιτρικό, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον κυρίαρχο 
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αλλοιωγόνο μικροοργανισμό και ακολουθούνταν από τα βακτήρια που παράγουν H2S 
και Enterobacteriaceae με πληθυσμούς 7,18, 6,68 και 6,60 log cfu/g, αντίστοιχα. Οι 
θετικοί κατά Gram αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί ακολουθούσαν σε χαμηλότερα 
επίπεδα παρουσιάζοντας μικρή πτώση έως 0,50 log στα φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση 
με τα φιλέτα χωρίς αυτό. Επομένως, τα φιλέτα με το άλας κιτρικού οξέος 
απορρίφθηκαν 1 ημέρα αργότερα σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς αυτό, όταν οι πληθυσμοί 
του επικρατέστερου αλλοιωγόνου μικροοργανισμού έφθασε στα επίπεδα των 7-8 log 
που χαρακτηρίζουν την αλλοίωση (Gram & Huss 1996, Olafsdottir et al. 1997). Κατά 
Sallam (2007), τα Pseudomonas spp. και τα βακτήρια που παράγουν H2S αποτελούν 
τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς σε φέτες σολομού που 
εμβαπτίσθηκαν σε διάλυμα άλατος κιτρικού οξέος 2,5% v/w για 10 min και 
αποθηκεύθηκαν στους 1οC. Σύμφωνα με Sallam (2007), τα άλατα του κιτρικού οξέος 
επιδρούν σημαντικά στους πληθυσμούς των Pseudomonas spp. και των βακτηρίων που 
παράγουν H2S. Οι πληθυσμοί των κυρίαρχων μικροοργανισμών κατά Sallam (2007) 
βρέθηκε να είναι περίπου 2 log μικρότεροι στις φέτες σολομού με το κιτρικό σε σχέση 
με τις φέτες χωρίς το κιτρικό, ενώ ο πληθυσμός τους δεν ξεπέρασε τα επίπεδα των 7 και 
6 log, αντίστοιχα, στο πέρας της συντήρησης. Ο εμπορικός χρόνος ζωής του προϊόντος 
σολομού επιμηκύνθηκε 4 ημέρες τουλάχιστον. Στην παρούσα διατριβή, δεν 
παρατηρήθηκαν τόσο μεγάλες διαφορές στους πληθυσμούς των αλλοιωγόνων μεταξύ 
των δύο μεταχειρίσεων σε συνθήκες αέρα. Παρόλα αυτά, το κιτρικό είχε επίδραση 
στους πληθυσμούς των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών και ο εμπορικός χρόνος του 
προϊόντος επιμηκύνθηκε κατά 1 ημέρα.     
Η συσκευασία ΜΑΡ σε συνδυασμό με χαμηλές θερμοκρασίες και 
αντιμικροβιακές ουσίες καθυστερεί τη διαδικασία της αλλοίωσης επιμηκύνοντας τον 
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εμπορικό χρόνο ζωής των αλιευτικών προϊόντων (Manju et al. 2006, Pezeshk et al. 
2011). Στη συσκευασία ΜΑΡ, ο πληθυσμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων, τα οποία 
αποτέλεσαν τον κυρίαρχο πληθυσμό στο χρόνο απόρριψης (d8) στα φιλέτα χωρίς το 
κιτρικό, βρέθηκε να είναι 1,70 log χαμηλότερος την ίδια ημέρα της συντήρησης (d8) 
στα φιλέτα με το κιτρικό. Τα άλατα του κιτρικού οξέος έχουν μεγάλη επίδραση στην 
αύξηση των θετικών κατά Gram βακτηρίων (Lee et al. 2002). Οι πληθυσμοί των 
Pseudomonas spp., των βακτηρίων που παράγουν H2S και των Enterobacteriaceae 
βρέθηκαν να είναι περίπου 1 log χαμηλότεροι στα φιλέτα με το κιτρικό σε σχέση με τα 
φιλέτα χωρίς το κιτρικό, την 8η ημέρα. Τα αρνητικά κατά Gram βακτήρια είναι 
λιγότερο ή καθόλου ευαίσθητα σε αντιμικροβιακές ουσίες οι οποίες αντιθέτως είναι 
ενεργές έναντι των θετικών κατά Gram βακτηρίων, λόγω της ύπαρξης της εξωτερικής 
κυτταρικής μεμβράνης (Vaara 1992). Την 9η ημέρα της συντήρησης, η οποία αποτέλεσε 
το χρόνο απόρριψης των φιλέτων με το κιτρικό, τα Pseudomonas spp. αποτέλεσαν τον 
κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό. Επομένως, τα φιλέτα με το άλας κιτρικού οξέος 
απορρίφθηκαν 1 ημέρα αργότερα, όταν οι πληθυσμοί του κυρίαρχου αλλοιωγόνου 
έφτασαν περίπου στα επίπεδα των 7-8 log cfu/g που χαρακτηρίζουν την αλλοίωση 
(Gram & Huss 1996, Olafsdottir et al. 1997). 
Επιπλέον, τα άλατα των οργανικών οξέων δρουν έναντι της αύξησης του L. 
monocytogenes στους ιχθύες (Qvist et al. 1994). Πράγματι, στην παρούσα διατριβή, το 
κιτρικό επέδρασε στην τύχη του παθογόνου αυτού, κυρίως στα φιλέτα στη συσκευασία 
ΜΑΡ. Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του παθογόνου ήταν μικρότερος στα φιλέτα με το 
άλας κιτρικού οξέος σε ΜΑΡ και ο τελικός πληθυσμός του ήταν 1 log χαμηλότερος σε 
σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Ο ειδικός ρυθμός αύξησης των Pseudomonas spp. 
και των βακτηρίων που παράγουν H2S (κυρίως Shewanella spp.) ήταν μικρότερος στα 
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φιλέτα με το κιτρικό παρουσία παθογόνου και ο τελικός πληθυσμός τους ήταν 1,50 log 
χαμηλότερος σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το κιτρικό. Δεν υπάρχουν μελέτες για να 
μπορεί να γίνει σύγκριση.   
 Στη συσκευασία αέρα, παρουσία παθογόνου, το κιτρικό φάνηκε να μην έχει 
ουσιαστική επίδραση στην αύξηση των μικροοργανισμών. Παρόλο που ο ειδικός 
ρυθμός αύξησης του παθογόνου ήταν μικρότερος στα φιλέτα με το κιτρικό, ο τελικός 
πληθυσμός του δεν παρουσίασε ουσιαστική μεταβολή σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς το 
κιτρικό (5,96 και 6,13 στα φιλέτα με το κιτρικό και το νερό, αντίστοιχα). Το κιτρικό 
είχε μικρή επίδραση στους τελικούς πληθυσμούς των Enterobacteriaceae, 
B.thermosphacta και των οξυγαλακτικών βακτηρίων, αφού οι πληθυσμοί τους στα 
φιλέτα με το κιτρικό ήταν 0,40-0,50 log χαμηλότεροι σε σχέση με τα φιλέτα χωρίς 
αυτό. Οι τελικοί πληθυσμοί των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών Pseudomonas spp. και 
των βακτηρίων που παράγουν H2S βρέθηκαν σε παρόμοια επίπεδα στα φιλέτα που 
εμβαπτίσθηκαν στο διάλυμα με το κιτρικό και στα φιλέτα που δεν εμβαπτίσθηκαν σε 
αυτό. Δεν υπάρχουν μελέτες για να μπορεί να γίνει σύγκριση.   
Η αλλοίωση στα νωπά αλιευτικά προϊόντα είναι αποτέλεσμα μεταβολών κυρίως 
στην οσμή και τη γεύση που προέρχονται από την παραγωγή ουσιών οι οποίες είναι 
αποτέλεσμα της μεταβολικής δράσης των ειδικών αλλοιωγόνων μικροοργανισμών 
(Gram and Huss, 1996). Η οσμή αποτελεί τον κυριότερο δείκτη αξιολόγησης της 
φρεσκότητας (Selli et al. 2006; Selli and Cayhan 2009). Σε συνθήκες αέρα, όπου τα 
Pseudomonas spp. και S. putrefaciens αποτελούν τους δύο πιο επικρατέστερους 
αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς, παρατηρείται παραγωγή πτητικών αζωτούχων 
βάσεων, πτητικών οξέων, αύξηση της συγκέντρωσης αμινοξέων, παραγωγή υδροθείου 
και άλλων ουσιών (Miller et al. 1973Dalgaard 1995, Drosinos & Nychas 1997, 
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Koutsoumanis & Nychas 1999). Οι  μεταβολίτες που παράγονται από τη δράση αυτών 
των μικροοργανισμών κατά την αλλοίωση των αλιευμάτων είναι υπεύθυνοι για τις 
χαρακτηριστικές δυσάρεστες οσμές όπως αυτή της αμμωνίας από τριμεθυλαμίνη, του 
πιπεριού από ισταμίνη, του σάπιου από καδαβερίνη και πουτρεσκίνη, του θείου από 
θειούχες πτητικές ενώσεις, της βύνης από μικρού μοριακού βάρους αλκοόλες, αλδεΰδες 
και κετόνες (Dalgaard et al. 2003). Στη συσκευασία ΜΑΡ, τα οξυγαλακτικά βακτήρια 
αποτελούν κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στους ιχθύες της Μεσογείου σε 
πολλές περιπτώσεις (Drosinos et al. 1997, Taoukis et al. 1999a,b Koutsoumanis et al. 
2000). Στην παρούσα διατριβή, τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτέλεσαν τον κυρίαρχο 
αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στα φιλέτα χωρίς την προσθήκη κιτρικού.. Τα 
οξυγαλακτικά βακτήρια και το B. thermosphacta σε κυρίαρχους πληθυσμούς σε ένα 
τρόφιμο είναι υπεύθυνα για την παραγωγή οργανικών οξέων όπως είναι το γαλακτικό, 
οξικό, φορμικό, ισοβαλερικό και ισοβουτυρικό οξύ, της ακετοΐνης, του διακετυλίου κ.α. 
(Blickstad 1983, Blickstad & Molin 1984, Nychas & Arkoudelos 1991, Drosinos & 
Board 1995, Drosinos & Nychas 1997). Η παραγωγή οργανικών οξέων από αυτά έχει 
ως αποτέλεσμα την αύξηση της οξύτητας στο μέσο της ανάπτυξής τους όταν σε αυτό 
αποτελούν την κυρίαρχη αλλοιωγόνο σύνθεση (Dainty 1996).  
Στην παρούσα μελέτη, οι μεταβολές κυρίως στην οσμή και στην εμφάνιση των 
φιλέτων με το κιτρικό στη συσκευασία αέρα και οι μεταβολές κυρίως στη γεύση των 
φιλέτων με το κιτρικό στη συσκευασία ΜΑΡ, αποτέλεσαν τους ουσιαστικότερους 
λόγους απόρριψης των προϊόντων μετά από ψήσιμο. Οι μεταβολές στην οσμή και στην 
εμφάνιση των φιλέτων με το κιτρικό στη συσκευασία αέρα φαίνεται να οφείλονται στα 
αζωτούχα μεταβολικά προϊόντα των τριών πιο επικρατέστερων αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών (Pseudomonas spp., βακτηρίων που παράγουν H2S και 
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Enterobacteriaceae). Όπως αναφέρθηκε παραπάνω, τα προϊόντα αυτά είναι υπεύθυνα 
για τις δυσάρεστες οσμές και οδηγούν στην οργανοληπτική απόρριψη των αλιευμάτων. 
Οι μεταβολές στη γεύση στα φιλέτα με το κιτρικό στη συσκευασία ΜΑΡ πιθανόν να 
οφείλονται στη χρήση του κιτρικού σε συνδυασμό με την παραγωγή μεταβολικών 
προϊόντων από τους θετικούς κατά Gram αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς. Οι 
μικροοργανισμοί αυτοί, κυρίως τα οξυγαλακτικά βακτήρια, βρέθηκαν σε πληθυσμούς 
5-6 log στο ΜΑΡ, δηλαδή 1 log υψηλότεροι σε σχέση με τους πληθυσμούς τους στη 
συσκευασία αέρα. Οι μεταβολές αυτές στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των 
φιλέτων που ψήθηκαν έλαβαν χώρα 1 ημέρα μετά την απόρριψη των προϊόντων. 
Επομένως, η χρήση του κιτρικού σε συγκέντρωση 2% δεν προκάλεσε μεταβολές στα 
χαρακτηριστικά που οδηγούν στην οργανοληπτική απόρριψη πριν ή/και κατά το χρόνο 
απόρριψης των φιλέτων τσιπούρας στις συσκευασίες αέρα και ΜΑΡ. 
Συμπερασματικά, το κιτρικό είχε επίδραση στην τύχη του μικροβιακού 
πληθυσμού στα φιλέτα που εμβαπτίσθηκαν σε αυτό με αποτέλεσμα την επέκταση του 
εμπορικού χρόνο ζωής των φιλέτων κατά 1 ημέρα και στις δύο συσκευασίες. Επιπλέον, 
στη συσκευασία ΜΑΡ, περιόρισε τους πληθυσμούς του L. monocytogenes έως 1 log.  
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Πίνακας 6.1. Χρόνος οργανοληπτικής απόρριψης, γενική εμφάνιση και επίπεδο ολικού 
μικροβιακού πληθυσμού στο χρόνο απόρριψης των φιλέτων τσιπούρας υπό διαφορετικές 
μεταχειρίσεις και συνθήκες ατμόσφαιρας 














νερό με ρH 6 
5 2,47±0,42 7,68 
Διάλυμα με tris-
sodium citrate 2% 
(w/v) με ρH 6 




νερό με ρH 6 
8 2,12±0,11 7,34 
Διάλυμα με tris-
sodium citrate 2% 
(w/v) με ρH 6 
9 2,28±0,41 7,76 
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Πίνακας 6.2. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας με ή χωρίς προσθήκη κιτρικών αποθηκευμένα σε αερόβιες συνθήκες στους 
5
οC για 10 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές 
εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).  
Μικροοργανισμοί   Φυσική μικροβιακή σύνθεση  































0 0,671±0,02 3,46±0,06 8,06±0,06 
(8,08±0,06) 
1,44±0,11 0,662±0,03 
Pseudomonas sp 3,81±0,03 8,94±0,11 
(8,94±0,08) 
0 0,737±0,04 3,13±0,12 8,92±0,04 
(9,02±0,02 ) 
0 0,675±0,02 
Enterobacteriaceae 2,69±0,21 8,51±0,06  
(8,45) 










<2,00 6,97±0,12 (>7,26) 2,04±0,14 0,628±0,08 <2,00 6,73±0,08 
(>6,44) 
0 0,456±0,06 
L. monocytogenes <2,00 <2,00  - - <2,00 <2,00  - - 
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Πίνακας 6.3. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα ιχθύος τσιπούρας τα οποία εμβολιάσθηκαν με L. monocytogenes,  με ή χωρίς 
προσθήκη κιτρικών αποθηκευμένα σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC για 10 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που 
ελήφθησαν από την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση 
του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
Μικροοργανισμοί   Φιλέτα με L. monocytogenes 


































3,57±0,11 8,42±0,30 (>8,82) 0 0,520±0,02 3,72±0,11 8,35±0,08 (>8,68) 0 0,503±0,03 
Pseudomonas sp 3,19±0,03 9,35±0,08 
(9,60±0,09) 
0 0,793±0,03 3,39±0,09 9,40±0,03 
(9,48±0,07) 
1,55±0,09 0,945±0,04 












2,00±0,07 0,903±0,03 <2,00 7,35±0,06 
(7,18±0,09) 
2,49±0,16 1,164±0,08 
L. monocytogenes 2,75±0,12 6,13±0,12 (>6,29) 3,58±0,09 0,524±0,03 2,43±0,06 5,96±0,12 (>6,15) 0 0,392±0,03 
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Πίνακας 6.4. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας με ή χωρίς προσθήκη κιτρικών αποθηκευμένα και αποθηκεύθηκαν σε 
συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC για 12 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από την απαρίθμηση των 
μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς μοντέλου Barranyi 
(Baranyi & Roberts 1994).   
Μικροοργανισμοί  Φυσική μικροβιακή σύνθεση  
































0 0,402±0,03 3,34±0,12 7,14±0,12  
(>7,04)  
1,68±0,09 0,348±0,03 
Pseudomonas sp 3,69±0,17 7,75±0,12 
(7,59±0,08) 
3,92±0,11 0,661±0,04 3,62±0,14 7,27±0,14 
(7,28±0,08) 
3,66±0,16 0,536±0,04 
Enterobacteriaceae 3,57±0,11 7,35±0,12 
(7,38) 












0 0,536±0,06 2,98±0,12 6,99±0,12 (>6,97) 0 0,338±0,04 
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Πίνακας 6.5. Κινητικές παράμετροι μικροοργανισμών σε φιλέτα τσιπούρας τα οποία εμβολιάσθηκαν με L. monocytogenes με ή χωρίς προσθήκη 
κιτρικών αποθηκευμένα σε.συνθήκες ΜΑΡ στους 5οC για 12 ημέρες. Οι τιμές εκτός της παρένθεσης παρουσιάζουν τα δεδομένα που ελήφθησαν από 
την απαρίθμηση των μικροοργανισμών, ενώ οι τιμές εντός παρένθεσης παρουσιάζουν την προσαρμογή  των μετρήσεων με τη χρήση του πρωτογενούς 
μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994).   
Μικροοργανισμοί  Φιλέτα με L. monocytogenes 




































2,20±0,13 0,454±0,04 3,55±0,10 5,93±0,06 
(>5,92) 
9,30±0,52 0,750±0,03 
Pseudomonas sp 3,93±0,19 6,48±0,24 
(6,58±0,19) 
5,20±0,17 0,412±0,02 2,73±0,14 5,00±0,11 
(4,53±0,13) 
0 0,483±0,02 
Enterobacteriaceae 3,57±0,10 6,75±0,08 
(>6,67) 














0 0,481±0,05 <2,00 7,77±0,11 
(8,02±0,09) 
0,91±0,08 0,638±0,09 
L. monocytogenes 2,88±0,12 5,79±0,10 
(6,08±0,08) 
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                                                                  (δ)   
Σχήμα 6.1. Μεταβολές των χαρακτηριστικών  οσμή (α), γεύση (β), συνεκτικότητα (γ) και 
εμφάνιση (δ) των ψημένων φιλέτων, σε συσκευασία αέρα (-) και ΜΑΡ  (- - -) και των ψημένων 
φιλέτων με την προσθήκη κιτρικών σε συσκευασία αέρα (----) και ΜΑΡ (.....) στους 5οC. Με το 
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                                                           (γ)                                                                                                                      (δ) 
Σχήμα 6.2. Μεταβολές μικροβιακού πληθυσμού σε φιλέτα τσιπούρας (α & β) και σε φιλέτα ενοφθαλμισμένα με L. monocytogenes ( γ & δ),  χωρίς (α 
& γ) και με την προσθήκη κιτρικών (β & δ) που αποθηκεύθηκαν σε αερόβιες συνθήκες στους 5οC για 10 ημέρες. Τα σημεία αντιστοιχούν στον μέσο 
όρο 3 επαναλήψεων ενώ οι καμπύλες προσαρμογής έγιναν με τη χρήση του μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas spp. (●), 
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Σχήμα 6.3. Μεταβολές μικροβιακού πληθυσμού σε φιλέτα τσιπούρας (α & β) και σε φιλέτα ενοφθαλμισμένα με L. monocytogenes ( γ & δ),  χωρίς (α 
& γ) και με την προσθήκη κιτρικών (β & δ) που αποθηκεύθηκαν σε ΜΑΡ στους 5οC για 12 ημέρες. Τα σημεία αντιστοιχούν στον μέσο όρο 3 
επαναλήψεων ενώ οι καμπύλες προσαρμογής έγιναν με τη χρήση του μοντέλου Barranyi (Baranyi & Roberts 1994). Pseudomonas spp. (●), βακτήρια 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 7. Γενική Συζήτηση, Συμπεράσματα και προτάσεις για 
μελλοντική έρευνα 
7.1 Μικροβιολογική αλλοίωση και αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί 
Η μικροβιακή αλλοίωση αποτελεί τον κυριότερο μηχανισμό υποβάθμισης της 
ποιότητας στους νωπούς ιχθύες (Gram & Dalgaard 2002). Το υψηλό ρH 6–7 και η 
υψηλή περιεκτικότητα της σάρκας των ιχθύων σε ελεύθερα αμινοξέα και άλλες 
αζωτούχες ενώσεις (μη πρωτεϊνικό άζωτο) τα καθιστούν κατάλληλα για την γρήγορη 
αύξηση μικροοργανισμών (Dalgaard 2003). Οι μικροοργανισμοί που απαντώνται στα 
αλιεύματα προέρχονται από το φυσικό περιβάλλον όπου οι ιχθύες ζουν και από 
επιμόλυνση (Ashie et al. 1996, Gram & Huss 1996). Αρχικά, ο Ολικός Μικροβιακός 
Πληθυσμός είναι χαμηλός (<3 log cfu/g) στους ολόκληρους ιχθύες και περίπου 1 log 
υψηλότερος στα φιλέτα. Κατά τη συντήρηση των αλιευμάτων, μόνο ένα μικρό κλάσμα 
της αρχικής μικροβιακής σύνθεσης φθάνει σε υψηλά αριθμητικά επίπεδα των 7-9 log 
cfu/g που προκαλούν την αλλοίωση (Dalgaard et al. 1993, Gram & Huss 1996, Huis in't 
Veld 1996, Olafsdottir et al. 1997). Οι μικροοργανισμοί αυτοί, γνωστοί ως Ειδικοί 
Αλλοιωγόνοι Μικροοργανισμοί (ΕΑΜ), παράγουν τους μεταβολίτες οι οποίοι είναι 
υπεύθυνοι για τις χαρακτηριστικές δυσάρεστες οσμές στα τρόφιμα και επομένως την 
οργανοληπτική τους απόρριψη (Dalgaard et al. 1993, Gram & Huss 1996, Huis in't 
Veld 1996).  
Η επιλογή των μικροοργανισμών που θα αποτελέσουν τους ΕΑΜ εξαρτάται 
κυρίως από τις επικρατούσες συνθήκες κατά τη συντήρηση-αποθήκευση όπως είναι η 
θερμοκρασία και η ατμόσφαιρα (Leisner & Gram 1999, Dalgaard 2003). Διαφορετικοί 
μικροοργανισμοί επικρατούν σε αερόβιες συνθήκες σε σχέση με αυτούς που 
επικρατούν σε συνθήκες ΜΑΡ (Lannelonque et al. 1982, Dalgaard 1995a, Drosinos & 
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Nychas 1996, Dalgaard et al. 1997, Drosinos et al. 1997, Koutsoumanis & Nychas 
1999, Taoukis et al. 1999a,b, Koutsoumanis et al. 2000). Το ποσοστό οξυγόνου αλλά 
και διοξειδίου του άνθρακα στη συσκευασία ΜΑΡ είναι οι κύριοι παράγοντες επιλογής 
των ΕΑΜ. Σε σχετικά υψηλά ποσοστά οξυγόνου όπως 10% είναι δυνατόν να 
επικρατούν οι ίδιοι μικροοργανισμοί που επικρατούν και στη συσκευασία αέρα 
(Pournis et al. 2005, παρούσα διατριβή).  
Για τη βαθύτερη κατανόηση της διαδικασίας της αλλοίωσης πρωταρχική 
ανάγκη είναι ο προσδιορισμός των ‘πραγματικά’ αλλοιωγόνων μικροοργανισμών. Στο 
παρελθόν διάφοροι ερευνητές ασχολήθηκαν με τη μελέτη των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών στα αλιευτικά προϊόντα. Οι ερευνητές αυτοί μελέτησαν τη 
μικροβιακή σύνθεση των ιχθυηρών είτε σε εκλεκτικά ή σε γενικής χρήσης θρεπτικά 
υλικά με τον έλεγχο των φαινοτυπικών χαρακτηριστικών κάθε αποικίας (Gram et al. 
1987, Gennari & Tomaselli 1988, Heinsz et al. 1988, Jorgensen & Huss 1989, Dalgaard 
1995, Gennari et al. 1999, Rodriguez et al. 2003). Ωστόσο, η χρήση των φαινοτυπικών 
δοκιμών (μορφολογικές, βιοχημικές) σε καθαρές καλλιέργειες δεν επαρκεί για την 
ταυτοποίηση των μικροοργανισμών κυρίως εξαιτίας της χαμηλής διακριτικής τους 
ικανότητας. Όπως είναι γνωστό και από τη βιβλιογραφία αλλά και τα αποτελέσματα της 
παρούσας διατριβής, τα Pseudomonas spp. και τα Shewanella spp. βρέθηκε να 
αποτελούν τους κυρίαρχους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς στους ιχθύες που 
συντηρούνται σε αερόβιες συνθήκες σε χαμηλές θερμοκρασίες, με τα Pseudomonas 
spp. να αποτελούν τους ΕΑΜ. Παρόλα αυτά, η εφαρμογή μοριακών καλλιεργητικών 
τεχνικών έδειξε ότι ένα ποσοστό των βακτηρίων αυτών ταυτοποιήθηκε εσφαλμένα με 
τις κλασσικές τεχνικές ως Pseudomonas spp. Τα βακτήρια αυτά τα οποία αποτελούσαν 
ένα σημαντικό ποσοστό της μικροβιακής σύνθεσης στην ολόκληρη τσιπούρα στον 
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πάγο, με την ανάλυση γονιδίου 16S rRNA, ταυτοποιήθηκαν ως Psychrobacter 
immobilis και Psychrobacter cryohalolentis. Στη συσκευασία ΜΑΡ, το Carnobacterium 
maltaromaticum strain MMF-32 βρέθηκε να συγκυριαρχεί με το Pseudomonas fragi 
στους 5oC, σύμφωνα με τα αποτελέσματα που έδωσαν οι μοριακές καλλιεργητικές 
τεχνικές. Το C. maltaromaticum είχε ταυτοποιηθεί εσφαλμένα ως Lactobacillus spp. με 
τις φαινοτυπικές δοκιμές. Οι  μοριακές τεχνικές έχουν αναγνωρισθεί ως το πιο χρήσιμο 
εργαλείο για την ταυτοποίηση των μικροοργανισμών στα τρόφιμα (Martinez et al. 
2011). Οι μικροοργανισμοί που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά μπορούν εύκολα να 
απομονωθούν και να ταυτοποιηθούν με αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA 
λαμβάνοντας μόνο μία μικρή ποσότητα DNA. Το αποτέλεσμα το οποίο λαμβάνεται με 
την αλληλούχιση του γονιδίου 16S rRNA είναι μακράν ακριβέστερο σε σχέση με αυτό 
το οποίο λαμβάνεται με τις φαινοτυπικές δοκιμές κυρίως λόγω της φυλογενετικής 
πληροφορίας που παρέχει το γονίδιο αυτό.  
Παρόλα αυτά, η ταυτοποίηση των μικροοργανισμών που έχουν αναπτυχθεί στα 
τρυβλία δε σημαίνει ότι περιγράφει τη μικροβιακή σύνθεση στα αλιεύματα αλλά τους 
μικροοργανισμούς της μικροβιακής σύνθεσης που έχουν την ικανότητα να σχηματίζουν 
αποικίες στα συγκεκριμένα θρεπτικά υλικά. Ωστόσο, ο αριθμός και τα είδη των 
μικροοργανισμών που αναπτύσσεται στα θρεπτικά γενικής χρήσης δίνει μια γενική 
εκτίμηση της μικροβιολογικής ποιότητας η οποία εξαρτάται από το περιβάλλον από το 
οποίο προέρχονται οι πρώτες ύλες, τις συνθήκες υγιεινής που επικρατούν στο χώρο 
επεξεργασίας και των συνθηκών αποθήκευσης του τροφίμου (Huss 1995, Dalgaard 
2003). Στην πραγματικότητα, με τον τρόπο αυτό, ταυτοποιούνται οι μικροοργανισμοί 
που είναι ικανοί να αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά και δεν είναι σίγουρο ότι μόνο 
αυτοί υπάρχουν στη σάρκα ενός αλιευτικού προϊόντος και κατ’ επέκταση μόνο αυτοί 
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συμμετέχουν στην αλλοίωση. Οι Ward et al. (1990) αναφέρουν ότι στα τρυβλία είναι 
δυνατόν να αναπτυχθεί μικρότερο ποσοστό του 1% των ειδών των μικροοργανισμών 
που απαρτίζουν τη μικροβιακή σύνθεση ενός περιβαλλοντικού δείγματος, λόγω της 
ύπαρξης μικροοργανισμών που δεν μπορούν να αναπτυχθούν σε θρεπτικά υλικά (non 
culturable microorganisms). Επιπλέον, οι Broekaert et al. (2011) αναφέρουν ότι αρκετοί 
σημαντικοί μικροοργανισμοί που δύναται να καλλιεργηθούν (culturable 
microorganisms) αδυνατούν ωστόσο να αναπτυχθούν σε ορισμένα θρεπτικά υλικά 
γενικής χρήσης. Οι μοριακές μη καλλιεργητικές τεχνικές αποτελούν την εναλλακτική 
προσέγγιση για τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα τρόφιμα διότι έχουν το 
πλεονέκτημα έναντι των καλλιεργητικών να περιγράφουν όχι μόνο τους 
μικροοργανισμούς που αναπτύσσονται στα θρεπτικά υλικά αλλά και αυτούς οι οποίοι 
είναι αδύνατον να καλλιεργηθούν ή γενικότερα αυτούς που διαφεύγουν των 
καλλιεργητικών τεχνικών (Olofsson et al. 2007, Schirmer et al. 2009, Rasolofo et al. 
2010). Πράγματι, η εφαρμογή της τεχνικής αυτής στην παρούσα μελέτη έδειξε ότι τα 
Pseudomonas spp. συγκυριαρχούν με άλλους μικροοργανισμούς οι οποίοι διαφεύγουν 
της ταυτοποίησης με καλλιεργητικές τεχνικές όπως το A. salmonicida στην ολόκληρη 
τσιπούρα στον πάγο. Η αλληλουχία του 16S rRNA γονιδίου έχει χρησιμοποιηθεί 
ευρέως για τον προσδιορισμό των φυλογενετικών σχέσεων μεταξύ των βακτηρίων 
καθώς και για τον εντοπισμό των άγνωστων βακτηρίων σε επίπεδο γένους ή είδους 
(Sacchi et al. 2002). 
Όπως είναι γνωστό από τη βιβλιογραφία αλλά όπως προέκυψε και από τα 
αποτελέσματα της παρούσας διατριβής, η μικροβιακή σύνθεση των αλιευτικών 
προϊόντων είναι διαφορετική υπό διαφορετικές συνθήκες θερμοκρασίας και 
ατμόσφαιρας. Λαμβάνοντας υπόψη τη μοριακή ταυτοποίηση ως πλέον ακριβέστερη, το 
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P. fragi αποτέλεσε τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στα φιλέτα τσιπούρας 
στη συσκευασία αέρα σε χαμηλές θερμοκρασίες (0 και 5 oC), ενώ το P. veronii στους 0 
o
C και το C. maltaromaticum στους 5 oC  στα φιλέτα στη συσκευασία ΜΑΡ. Το P. 
migulae αποτέλεσε τον κυρίαρχο αλλοιωγόνο μικροοργανισμό στους 15 oC στα φιλέτα 
και στις δύο ατμόσφαιρες. Πράγματι, η συσκευασία ΜΑΡ δεν επιδρά στη μικροβιακή 
σύνθεση σε υψηλές θερμοκρασίες. Επιπλέον, ο υπολογισμός των κινητικών 
παραμέτρων των μικροοργανισμών που αναπτύσσονται στη συσκευασία αέρα και 
ΜΑΡ, δείχνει ότι η αποθήκευση σε ΜΑΡ επηρεάζει την αύξηση των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών σε σχέση με την αποθήκευση σε αερόβιες συνθήκες. Η εφαρμογή του 
ΜΑΡ σε σχέση με τη συντήρηση στον αέρα κυρίως στις χαμηλές θερμοκρασίες έχει ως 
γενικότερο αποτέλεσμα: i) την αύξηση του ρυθμού αύξησης των θετικών κατά Gram 
βακτηρίων (B. thermosphacta, οξυγαλακτικά βακτήρια), ii) τη μείωση του ρυθμού 
αύξησης των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, iii) την αύξηση του τελικού 
πληθυσμού των θετικών κατά Gram βακτηρίων και iv) τη μείωση του τελικού 
πληθυσμού των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων.   
 
7.2 Χημικοί δείκτες αλλοίωσης 
Η αλλοίωση γίνεται αντιληπτή εξαιτίας των αλλαγών στα οργανοληπτικά 
χαρακτηριστικά των αλιευτικών προϊόντων. Ουσίες οι οποίες παράγονται κυρίως από 
μικροβιακή δραστηριότητα όπως είναι το TVB-N, ΤΜΑ-Ν, οι βιογενείς αμίνες κ.ά. 
έχουν προταθεί ή/και χρησιμοποιηθεί ως δείκτες αλλοίωσης έως σήμερα. Η χρήση του 
TVB-N στα αλιεύματα και των άλλων αζωτούχων μεταβολιτών (ΤΜΑ-Ν, βιογενείς 
αμίνες κτλ), ενώ αποτελούν έναν καλό δέικτη για την αποδοχή ή όχι αυτών των 
προϊόντων, ωστόσο δεν επαρκούν για να χαρακτηρίσουν την ‘φρεσκότητα’ του 
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προϊόντος και να βοηθήσουν στην αξιολόγησή της. Αυτό κυρίως οφείλεται στο γεγονός 
ότι οι τιμές τους δεν μεταβάλλονται κατά το πρώτο ήμισυ ή ακόμη και τα 2/3 του 
εμπορικού χρόνου ζωής, με αποτέλεσμα να μπορούν να χρησιμοποιηθούν μόνο ως 
δείκτες αλλοίωσης-απόρριψης και όχι φρεσκότητας. Είναι λοιπόν προφανές ότι για τον 
γρήγορο προσδιορισμό της φρεσκότητας θα πρέπει να ανατρέξουμε στη μελέτη άλλων 
μικροβιακών μεταβολιτών. Αρκετή έρευνα έχει πραγματοποιηθεί στην παραγωγή 
οργανικών οξέων αλλά τα αποτελέσματα θα μπορούσαν να θεωρηθούν ικανοποιητικά 
μόνο στις περιπτώσεις συντήρησης σε ΜΑΡ, όπου επικρατούν μικροοργανισμοί με 
μεταβολισμό προς παραγωγή οξέων, όπως τα οξυγαλακτικά βακτήρια. Η αναζήτηση 
πιο αξιόπιστων μεθόδων από διάφορους ερευνητές αλλά και από την παρούσα μελέτη 
ανέδειξε αρκετές ουσίες οι οποίες μπορούν να χρησιμοποιούνται ως χημικοί δείκτες 
αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης στα αλιευτικά προϊόντα. Οι ουσίες που έχουν 
αναφερθεί ως πιθανοί χρήσιμοι χημικοί δείκτες κατά την αλλοίωση των αλιευμάτων 
στη βιβλιογραφία είναι η ethanol, 2-methyl-butanal, 1-Penten-3ol, 1-Propanol, 2-
methyl-1-butanol, 3-methyl-1-butanol, 3-hydroxy-1-butanone, 2-butanone και το acetic 
acid σε καπνιστό σολομό σε κενό στους 5 και 10οC (Jorgensen et al. 2001, Jonsdottir et 
al. 2008), η 3-methyl-1-butanol, 2-methyl-butanal, 3-methyl-butanal και η 3-hydroxy-1-
butanone σε ολόκληρους ιχθύες τσιπούρας και σε προ-ψημένες γαρίδες στον πάγο 
(Soncin et al. 2008), η 3-methyl-1-butanol και η Pentadecane σε τόνο στους 30 οC και 
στον πάγο (Edirisinghe et al. 2007). Πράγματι, αρκετές από τις ουσίες αυτές προέκυψε 
από την παρούσα διδακτορική διατριβή ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως χημικοί 
δείκτες νωπότητας/αλλοίωσης, κυρίως μικροβιακής προέλευσης, των ιχθύων. Η 3-
methyl-butanal αποτέλεσε την σημαντικότερη ουσία η οποία θα μπορούσε να 
χρησιμοποιηθεί ως χημικός δείκτης νωπότητας/αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης. 
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Επιπλέον, οι ουσίες Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl tiglate, Ethyl isovalerate, Isoamyl 
alcohol και η 2-ethyl-1-hexanol που προέκυψαν από την παρούσα διδακτορική διατριβή 
θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης μικροβιακής 
προέλευσης για την τσιπούρα.  
 
7.3 Μικροβιακές αλληλεπιδράσεις 
Η τύχη των μικροοργανισμών κατά τη διάρκεια της αλλοίωσης δεν εξαρτάται 
μόνο από τις συνθήκες αποθήκευσης αλλά και από τις μικροβιακές αλληλεπιδράσεις. 
Οι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί αλληλεπιδρούν μεταξύ τους. Ο ανταγωνισμός μεταξύ 
των ΕΑΜ επιδρά στον ειδικό ρυθμό αύξησης και στο μέγεθος του τελικού πληθυσμού 
τους (Tsigarida et al. 2003, παρούσα διατριβή). Σε περίπτωση επιμόλυνσης με κάποιο 
παθογόνο, η τύχη του παθογόνου εξαρτάται από τις αλληλεπιδράσεις αυτές (Buchanan 
& Bagi 1999).   
Το L. monocytogenes είναι ένα παθογόνο βακτήριο με το οποίο επιμολύνονται 
τα αλιεύματα κυρίως κατά τις διαδικασίες φιλετοποίησης, συσκευασίας κτλ., από τις 
επιφάνειες και τον εξοπλισμό επεξεργασίας (Jay et al. 2005). Η αύξηση ή όχι των 
παθογόνων μικροοργανισμών εξαρτάται από τους περιβαλλοντικούς παράγοντες αλλά 
και από τις αλληλεπιδράσεις με τους αλλοιωγόνους μικροοργανισμούς (Buchanan & 
Bagi 1999, Gram et al. 2002, Skandamis & Nychas 2002). Ιδιαίτερα σε συνθήκες 
μειωμένου οξυγόνου, όπως στη συσκευασία ΜΑΡ, η παρεμπόδιση των 
μικροοργανισμών που αναπτύσσονται σε αερόβιες συνθήκες μπορεί να οδηγήσει στη 
δημιουργία πιο ευνοϊκού περιβάλλοντος για την αύξηση παθογόνων μικροοργανισμών 
(Farber 2001, παρούσα διατριβή). Διάφορα φυσικά και χημικά αντιμικροβιακά έχουν 
εκτενώς μελετηθεί με σκοπό να χρησιμοποιηθούν ως πρόσθετα εμπόδια. Η μελέτη της 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
260 
 
επίδρασης των συνθηκών επεξεργασίας και συντήρησης στην μικροβιακή οικολογία 
των αλλοιωγόνων και παθογόνων μικροοργανισμών των αλιευμάτων οδηγεί στην 
εξαγωγή συμπερασμάτων τα οποία θα χρησιμεύσουν για την παραγωγή και διάθεση 
υγιεινών και ποιοτικών αλιευτικών προϊόντων. 
 
7.4 Προσθήκη κιτρικών αλάτων 
Οι μικροοργανισμοί της φυσικής μικροβιακής σύνθεσης των φιλέτων ιχθύος 
τσιπούρας επιδρούν στην τύχη του L. monocytogenes τόσο σε συσκευασία αέρα όσο 
και σε ΜΑΡ. Ιδιαίτερα στη συσκευασία ΜΑΡ, η πτώση των πληθυσμών των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών που ευνοούνται σε αερόβιες συνθήκες, έχει ως 
αποτέλεσμα την αύξηση του πληθυσμού του παθογόνου σε μεγαλύτερα επίπεδα από 
αυτά που παρατηρούνται σε αερόβιες συνθήκες. Επομένως, μια ενδεχόμενη επιμόλυνση 
των προϊόντων με το L. monocytogenes κατά τα στάδια της παραγωγικής αλυσίδας 
αυξάνει τον κίνδυνο για τη δημόσια υγεία. Μία λύση για το παραπάνω πρόβλημα 
αποτελεί η χρήση πρόσθετων εμποδίων όπως είναι τα αντιμικροβιακά συστήματα.  
Έχει αναφερθεί ότι τα άλατα των οργανικών οξέων δρουν έναντι της αύξησης του 
L. monocytogenes στους ιχθύες (Qvist et al. 1994). Πράγματι, η χρήση κιτρικού έδειξε 
ότι επιδρά στην τύχη του παθογόνου αυτού, κυρίως στα φιλέτα στη συσκευασία ΜΑΡ. 
Ο ειδικός ρυθμός αύξησης του παθογόνου ήταν μικρότερος στα φιλέτα με το άλας 
κιτρικού οξέος σε ΜΑΡ και ο τελικός πληθυσμός του 1 log χαμηλότερος σε σχέση με 
τα φιλέτα χωρίς το αντιμικροβιακό. Επιπλέον, η χρήση κιτρικού (2,5%) έχει αποδειχθεί 
ότι έχει αποτελεσματική αντιμικροβιακή δράση έναντι των Pseudomonas spp. και των 
Shewanella spp. (Sallam 2007). Στην παρούσα διατριβή αποδείχθηκε ότι η χρήση 
κιτρικού σε συγκέντρωση τέτοια ώστε να μην επηρεάζει δυσμενώς τα οργανοληπτικά 
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χαρακτηριστικά των φιλέτων, π.χ. έντονα ξινή γεύση κτλ., είχε μικρή αντιμικροβιακή 
δράση επιμηκύνοντας τον χρόνο ζωής κατά 1 ημέρα. 
 
7.5 Προτάσεις για μελλοντική έρευνα 
Οι πληροφορίες που συλλέχθηκαν από τη συγκεκριμένη διδακτορική διατριβή 
θα μπορούσαν να αποτελέσουν αφετηρία για περαιτέρω μελέτη:  
α) του δυναμικού και της ικανότητας αλλοίωσης (spoilage potential and 
spoilage activity) των μικροοργανισμών οι οποίοι ταυτοποιήθηκαν με τις μοριακές 
τεχνικές που εφαρμόστηκαν στην παρούσα μελέτη όπως το Aeromonas salmonicida, 
Carnobacterium maltaromaticum, Psychrobacter immobilis και Psychrobacter 
cryohalolentis, αλλά και άλλων μικροοργανισμών που πιθανόν να συμμετέχουν στην 
αλλοίωση. Η αλλοιωγόνος δυναμική των μικροοργανισμών αυτών μπορεί να μελετηθεί 
με τις τεχνικές που χρησιμοποιήθηκαν στη συγκεκριμένη διατριβή ή και άλλων 
αναλυτικών τεχνικών.  
β) της διερεύνησης της ανάπτυξης βιοαισθητήρων με πρακτική εφαρμογή στη 
βιομηχανία τροφίμων. Με ποσοτικό προσδιορισμό των ουσιών οι οποίες αναφέρθηκαν 
στην παρούσα διατριβή ως πιθανοί χημικοί δείκτες αλλοίωσης, θα μπορεί να 
διερευνηθεί η ανάπτυξη βιοαισθητήρων ο οποίοι θα ανιχνεύουν τους μικροβιακούς 
μεταβολίτες (πτητικές ουσίες στην παρούσα μελέτη) και θα τους συσχετίζουν με την 
ποιότητα του προϊόντος και τον εναπομείναντα εμπορικό χρόνο ζωής. Για παράδειγμα, 
οι Alimelli et al (2007) χρησιμοποίησαν χημικούς αισθητήρες, ευαίσθητους στις 
πτητικές ενώσεις οι οποίες παράγονταν κατά την αλλοίωση αλιευτικών προϊόντων. Τα 
δεδομένα των βιοσθητήρων λαμβάνονταν σε μια οθόνη υπολογιστή.  
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γ) Νέοι μικροοργανισμοί που πιθανόν να συνεισφέρουν στην αλλοίωση των 
ιχθύων αποκαλύπτονται συνεχώς με την εφαρμογή των μοντέρνων τεχνικών 
(μοριακών). Η αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδίου 16S rRNA (περίπου 1500 bp) 
μετά από κλωνοποίηση δίνει μακράν την ακριβέστερη φυλογενετική πληροφορία σε 
σχέση με άλλες μη καλλιεργητικές τεχνικές (DGGE, TGGE, T-RFLP, SSCP) που 
στοχεύουν μόνο σε συγκεκριμένες περιοχές του γονιδίου 16S rRNA (έως 700 bp, τις 
περισσότερες φορές 200-400 bp). Παρόλα αυτά ελάχιστες μελέτες έχουν 
πραγματοποιηθεί με την τεχνική αυτή στα τρόφιμα και ιδιαίτερα στα αλιευτικά 
προϊόντα (Rudi et al. 2004, Olofsson et al. 2007, Schirmer et al. 2009, Rasolofo et al. 
2010, Parlapani et al. 2013). Οι ερευνητές συνεχίζουν να βελτιώνουν συνεχώς τις 
τεχνικές και τα πρωτόκολλα με σκοπό τη διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης σε ένα 
δείγμα. Πρόσφατα, η εισαγωγή μοριακών τεχνικών, μέσω των οποίων οι γενετικές 
πληροφορίες προκύπτουν κατευθείαν από τα δείγματα, παρέχει ένα νέο τρόπο 
ανάλυσης της «γενετικής ποικιλομορφίας» (phylotypes) των οργανισμών σε ένα δείγμα. 
Τέτοιου τύπου τεχνική αποτελεί το “Pyrosequencing” κατά την οποία η φυλογενετική 
πληροφορία των οργανισμών προκύπτει από τη μελέτη μόνο 400 bp περίπου. Η τεχνική 
αυτή εφαρμόζεται στα τρόφιμα τα τελευταία χρόνια. Από το 2010 έως σήμερα 
υπάρχουν περίπου 11 μελέτες στην παγκόσμια βιβλιογραφία με σκοπό τη διερεύνηση 
της μικροβιακής σύνθεσης σε ένα τρόφιμο (Roh et al. 2010, Ercolini et al. 2011, 
Koyanagi et al. 2011, Lopez-Velasco et al. 2011, Nam et al. 2012a,b,c, Park et al. 2012, 
Rossmann et al. 2012, Ercolini 2013, Jung et al. 2013). Από αυτές, οι 4 αφορούν τα 
αλιεύματα (Roh et al. 2010, Koyanagi et al. 2011, Ercolini 2013, Jung et al. 2013). Το 
πλεονέκτημα της τεχνικής αυτής σε σχέση με άλλες μη καλλιεργητικές τεχνικές είναι 
ότι αποκαλύπτουν χιλιάδες αλληλουχίες οι οποίες κάποιες φορές αντιστοιχούν σε 
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βακτήρια τα οποία δεν έχουν βρεθεί ποτέ σε τρόφιμα. Οι Ercolini et al. (2011) 
αναφέρουν βακτήρια τα οποία συμμετέχουν στην αλλοίωση του κρέατος σε 
συσκευασία κενού και δεν έχουν απομονωθεί ποτέ από τρόφιμα.  
δ) Tα πρωτόκολλα εκχύλισης του προκαρυωτικού DNA απευθείας από τη 
σάρκα των αλιευμάτων ή κρέατος βελτιώνονται συνεχώς. Η εκχύλιση DNA των 
μικροοργανισμών σε όλες τις μελέτες που αναφέρθηκαν στην παρούσα διατριβή, έχουν 
πραγματοποιηθεί κυρίως λαμβάνοντας 1ml δείγματος μετά από δεκαδική αραίωση. 
Παρόλο που στην παρούσα διατριβή η εκχύλιση πραγματοποιήθηκε απευθείας από 
περίπου 1g σάρκας χωρίς να γίνει καμία αραίωση,η εκχύλιση DNA από μεγαλύτερη 
ποσότητα ενός δείγματος (25-40 g) αποτελεί άμεση προτεραιότητα. Επομένως, η 
διερεύνηση της μικροβιακής σύνθεσης στα αλιευτικά προϊόντα με την τεχνική του 
Pyrosequencing με DNA που θα προκύψει από μεγαλύτερη ποσότητα ενός δείγματος, 
τουλάχιστον 25 g, θα συμβάλλει στην καλύτερη περιγραφή των μικροοργανισμών που 
υπάρχουν σε ένα δείγμα. 
ε) μιγμάτων με χαμηλότερο οξυγόνο που να ευννούν τα οξυγαλακτικά με σκοπό 
να αντικαταστήσουν το υπάρχον εμπορικό μίγμα ώστε να επιτευχθεί μεγαλύτερος 
εμπορικός χρόνος και το κυριότερο να παρεμποδίσει την αύξηση παθογόνων όπως το L. 
monocytogenes.   
στ) της επίδρασης καινοτόμων αντιμικροβιακών συστημάτων στην τύχη των 
αλλοιωγόνων και παθογόνων μικροοργανισμών. Η χρήση μοντέρνων αντιμικροβιακών 
συστημάτων όπως τα αντιμικροβιακά σε εδώδιμες μεμβράνες (edible films) και σε 
επικαλυπτικά στρώματα (Coatings) αποτελούν τα νέα όπλα του μέλλοντος εναντίον της 
αύξησης των μικροοργανισμών στους ιχθύες (Min et al. 2005, Fan et al. 2009, Gómez-
Estaca et al. 2010). Επιπλέον, διάφορες φυσικές ουσίες όπως είναι τα εκχυλίσματα 
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φυτών εγκλωβισμένα μέσα σε νανοσωματίδια όπως είναι τα λιποσσώματα 
δοκιμάζονται σε αρκετά εργαστήρια τροφίμων στον κόσμο με σκοπό την εύρεση 
κατάλληλων αντιμικροβιακών συστημάτων. Οι καινοτόμες αυτές τεχνολογίες 
αποσκοπούν στη διάθεση ασφαλών και μεγαλύτερης διάρκειας προϊόντων. 
 
7.6 Συμπεράσματα  
Η ανάλυση του γονιδίου 16S rRNA αποδεικνύεται αποτελεσματικότερη για την 
ταυτοποίηση των μικροοργανισμών, σε αντίθεση με τη χρήση των κλασσικών μεθόδων. 
Η διερεύνηση των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών με μοριακές τεχνικές επιβεβαιώνει 
την ύπαρξη και άλλων κυρίαρχων μικροοργανισμών στα αλιευτικά προϊόντα όπως τα 
Aeromonas salmonicida, Carnobacterium maltaromaticum, Carnobacterium divergens, 
Vagococcus fluvialis, Psychrobacter immobilis, Psychrobacter cryohalolentis, 
Pseudomonas migulae, Pseudomonas vranovensis. Οι μοριακές-μη καλλιεργητικές 
τεχνικές (απευθείας εκχύλιση DNA από τη σάρκα του ιχθύος) αναδεικνύουν 
μικροοργανισμούς οι οποίοι διαφεύγουν της ταυτοποίησης με τις μοριακές 
καλλιεργητικές τεχνικές όπως το Aeromonas salmonicida. 
Διάφορες πτητικές ουσίες όπως Ethyl-2-methylbutyrate, Ethyl isovalerate, Ethyl 
tiglate, 3-hydroxy-1-butanone, 3-methyl-1-butanal, 2-methyl-1-butanal, Isoamyl alcohol 
και η 2-ethyl-1-hexanol που παράγονται από τη δράση των αλλοιωγόνων 
μικροοργανισμών κατά τη διάρκεια της συντήρησης αυξάνονται μεταξύ της πρώτης 
ημέρας και της ημέρας απόρριψης, ενώ ταυτόχρονα παρατηρείται υποβάθμιση των 
οργανοληπτικών χαρακτηριστικών. Οι ουσίες αυτές θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν 
ως χημικοί δείκτες αλλοίωσης μικροβιακής προέλευσης των ιχθύων της Μεσογείου. Η 
ανάπτυξη βιοαισθητήρων που θα ανιχνεύουν τις μεταβολές των πτητικών μεταβολιτών 
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κατά τη συντήρηση θα έχει σημαντική πρακτική εφαρμογή στη βιομηχανία τροφίμων 
καθώς θα είναι δυνατή η άμεση εκτίμηση της ποιοτικής κατάστασης και του 
εναπομείναντα εμπορικού χρόνου ζωής 
Η αποθήκευση σε ΜΑΡ με το εμπορικό μίγμα αερίων επηρεάζει την αύξηση 
των αλλοιωγόνων μικροοργανισμών σε σχέση με την αποθήκευση σε αερόβιες 
συνθήκες, διότι προκαλεί i) μείωση του ρυθμού αύξησης των αρνητικών κατά Gram 
βακτηρίων, ii) αύξηση του ρυθμού αύξησης των θετικών κατά Gram βακτηρίων (B. 
thermosphacta, οξυγαλακτικά βακτήρια) iii) αύξηση του τελικού πληθυσμού των 
θετικών κατά Gram βακτηρίων και iv) μείωση του τελικού πληθυσμού των αρνητικών 
κατά Gram βακτηρίων. Ωστόσο, στην παρούσα μελέτη, η εφαρμογή του ΜΑΡ έχει ως 
αποτέλεσμα την επικράτηση των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων με ΕΑΜ τα 
Pseudomonas spp. στις χαμηλές θερμοκρασίες.   
  Οι αλλοιωγόνοι μικροοργανισμοί των φιλέτων ιχθύος τσιπούρας επιδρούν στην 
τύχη του L. monocytogenes τόσο σε συσκευασία αέρα όσο και σε ΜΑΡ. Η αύξηση του 
L. monocytogenes ευνοείται στα φιλέτα σε συνθήκες αέρα όπου τα Pseudomonas spp. 
αποτελούν τον κυρίαρχο μικροοργανισμό. Επίσης, και τα Shewanella spp. και 
οξυγαλακτικά βακτήρια, ευνοούν την αύξηση του παθογόνου στις συνθήκες αυτές. Η 
πτώση των πληθυσμών των Pseudomonas spp. και των Shewanella spp. εξαιτίας της 
επίδρασης του ΜΑΡ στην ανάπτυξή τους επιτρέπει την αύξηση του L. monocytogenes 
σε επίπεδα μεγαλύτερα από αυτά που παρατηρούνται σε αερόβιες συνθήκες. Τα 
οξυγαλακτικά βακτήρια παρεμποδίζουν την αύξηση του παθογόνου στις συνθήκες 
ΜΑΡ. 
  Η προσθήκη κιτρικού αποτελεί έναν επιπλέον τρόπο παρεμπόδισης της αύξησης 
των αλλοιωγόνων και των παθογόνων μικροοργανισμών με αποτέλεσμα την επέκταση 
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του εμπορικού χρόνου ζωής και τη βελτίωση της ποιότητας, ιδιαίτερα στη συσκευασία 
ΜΑΡ. Τα άλατα του κιτρικού οξέος φάνηκε να δρουν έναντι της αύξησης των 
αλλοιωγόνων μικροοργανισμών με αποτέλεσμα την επέκταση του εμπορικού χρόνου 
ζωής των ιχθύων κατά 1 ημέρα. Επιπλέον, τα άλατα του κιτρικού οξέος φάνηκε να 
δρουν έναντι της αύξησης του L. monocytogenes κυρίως στη συσκευασία ΜΑΡ με 
αποτέλεσμα ο τελικός πληθυσμός του παθογόνου να είναι 1 log χαμηλότερος σε σχέση 
με τα φιλέτα χωρίς το αντιμικροβιακό.  
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Microbial spoilage is the main mechanism of quality deterioration of fresh 
chilled fish. During the storage, only a small fraction of fish microbiota is responsible 
for spoilage, known as “specific spoilage organisms” or SSOs. Undoubtedly physical 
and chemical parameters are the most important factors that influence the growth and 
selection of microorganisms in a food ecosystem. However, the selection of the 
microbiota during food spoilage is not depended only on the environmental conditions, 
but also on microbial interactions. Microbial interaction among SSOs affects the growth 
of microorganisms and the fate of pathogens such as Listeria monocytogenes in foods. 
The purpose of the PhD thesis was to study the identity of the dominant spoilage 
microorganisms, their ability to produce metabolites that causing spoilage, the 
interaction among spoilage microorganisms and L. monocytogenes and the effect of 
antimicrobial adjuncts on safety and quality of fish products under storage at various 
temperature and atmosphere conditions. 
Initially, the spoilage profile of whole sea bream and sea bream fillets under 
different temperature conditions (0, 5, 15
o
C) and atmosphere (air and MAP) was 
investigated. The microbiota was studied by employing classical and molecular (culture 
dependent and culture independent) techniques. In the molecular-culture dependent 
techniques, bacterial isolates from the plates were identified by the 16S rRNA gene 
analysis and sequencing, while in the molecular culture independent techniques, 
prokaryotic DNA obtained directly from the fish flesh was determined by the gene 16S 
rRNA analysis, cloning and sequencing. Metabolic products (total volatile nitrogen, 
trimethylamine, biogenic amines and volatile metabolites) analysis was performed by 
using not only classical chemical analysis but also modern equipment such as HPLC 
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and SPME GC-MS to evaluate the potential chemical spoilage indicators of fish 
deterioration. The fate of L. monocytogenes alone or in co-culture with the main 
spoilage microorganisms was studied under air and MAP at 5
o
C, using model fish juice 
agar substrate. Finally, the fate of spoilage microbiota and L. monocytogenes was 
studied in presence of citrates as antimicrobial compounds.  
Pseudomonas spp. was found to be the dominant microorganisms on spoiled 
whole sea bream stored under air and MAP using both approaches. However, the 
molecular approach, based on 16S rRNA gene analysis, revealed that Pseudomonas 
fragi co-dominate with Carnobacterium maltaromaticum strain MMF-32 in fillets under 
ΜΑΡ at 5oC as well as Psychrobacter immobilis and Psychrobacter cryohalolentis in 
iced stored whole fish by molecular-culture dependent techniques. Moreover, 
Aeromonas clustering phylotypes found to co-dominate with Pseudomonas phylotypes 
by molecular-culture independent techniques. Therefore, molecular methods, such as 
16S rRNA gene analysis is a powerful tool for studying food microbial ecology.  
Several volatile compounds were found to change during storage in both 
packages (air and MAP). Various compounds such as ethyl-2-methylbutyrate, ethyl 
isovalerate and ethyl tiglate were increased during storage in model fish substrate 
inoculated with Pseudomonas spp., while 3-hydroxy-1-butanone, 3-methyl-1-butanal, 2-
methyl-1-butanal, Isoamyl alcohol and 2-ethyl-1-hexanol were increased in model fish 
substrate inoculated with Lactic Acid Bacteria. The volatile compounds detected could 
be used as potential chemical indices of sea-bream fillets spoilage/freshness.  
Different atmospheric conditions affected the shelf-life and also the growth of 
SSOs in sea bream product. However, Pseudomonas spp. was found to be dominant 
microorganisms on spoiled sea bream under air and MAP conditions. 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
09/12/2017 05:56:48 EET - 137.108.70.7
309 
 
SSOs found to affect the fate of L. monocytogenes in sea bream products under 
air and MAP conditions. L. monocytogenes was increased in cases where Pseudomonas 
spp. dominated. Inhibition of spoilage bacteria under MA conditions found to allow 
better growth of L. monocytogenes. Therefore, MAP conditions seem to allow this 
pathogen to reach higher numbers compared to package under air.  
The dipping of sea bream fillets in sodium citrate solution was found to affect 
the growth of food spoilage bacteria in both packages and exhibited antibacterial 
activity against L. monocytogenes in fillets under MAP conditions. Shelf-life of sea 
bream fillets extended by 1 day in both packages. Additionally, the final population of 
L. monocytogenes found to be 1 log lower in fillets with citrate in contrast to fillets 
without citrate under MAP.  
 
Keywords: Specific Spoilage Organisms, sea bream, 16S rRNA, spoilage, chemical 
spoilage indices, microbial interaction, Listeria monocytogenes 
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